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(57) Abstract: The invention concerns a method for binding, in solution, at least a peptide composition and at least a lipophilic 
^Jj vector bearing an aldehyde function, said coupling comprising a step which consists in producing a hydrazone bond between said 
peptide compound and said lipophilic vector. The invention also concerns lipophilic vectors for use in said method, lipopeptides 
obtained by said method, uses of said lipopeptides for cell screening, and the applications of the invention, in particular for preparing 
targeting of an active principle of the peptide kind (for example hormone or neuropeptide) through physiological barriers such as 
cell membranes. 
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(57) AbrSge" : L' invention se rapporte a un procede* de couplage, en solution, entre au moins un compose* peptidique et au moins un 
vecteur lipophile portant une fonction aldehyde, ledit couplage comprenant une 6tape de realisation d'un lien hydrazone entre ledit 
compost peptidique et ledit vecteur lipophile. U invention se rapporte 6galement aux vecteurs lipophiles utilisables dans ce proc£d6, 
aux lipopeptides obtenus par ce proc6de\ aux utilisations desdits lipopeptides pour le ciblage cellulaire, ainsi qu'aux utilisations 
du proc6de conforme a Finvention, notamment pour la preparation pour la vectorisation de principe actif de nature peptidique (par 
exemple hormone ou neuropeptide) au travers de barrieres physiologiques telles que les membranes cellulaires. 
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PROCEDE DE COUPLAGE, EN SOLUTION, ENTRE UN PEPTIDE ET UN VECTEUR LIPOPHILE ET SES AP- 
PLICATIONS 

L' invention se rapporte & un proc6d6 de couplage, en solution, entre 
au moins un compost peptidique et au moins un vecteux lipophile portant une fonction 
aldehyde, aux vecteurs lipophiles susceptibles d'etre utilises dans ce proc6d6, aux 
lipopeptides ainsi obtenus et aux applications de ce proc6d£, notamment pour 
5 l'obtention de medicaments. 

Le probleme de 1' entree dans les cellules vivantes de differentes 
substances dot6es de proprietes pharmacologiques revet une grande importance sur le 
plan therapeutique. Les peptides synth&iques et les oligonucleotides traversent 
difficilement la membrane cellulaire. Une approche interessante pour ameliorer leur 

10 capacite a penetrer dans la cellule est de les modifier par une partie lipophile. Ainsi, il 
a ete montre qu'un peptide modifie par une simple chaine aliphatique est capable de 
pen6trer au sein de la cellule par transfert passif au travers de la membrane et 
d'interagir avec sa cible intracytoplasmique. Les lipopeptides representent done des 
molecules intdressantes pour vectoriser un motif fonctionnel au sein de la cellule. 

15 La synthase de lipopeptides peut etre realis6e, par exemple, en 

couplant un acide gras a un peptide en phase solide, comme decrit notamment par 
K. THIAM et al. dans Biochemical and Biophysical Research Communications, 1998, 
253, 639-647 et dans Journal of Medicinal Chemistry, 1999, 42, 3732-3736, ainsi que 
par C. KLINGUER et al. dans Vaccine, 2000, 18, 259-267. En fin de synthase, des 

20 etapes de clivage de la liaison peptide/support solide et de deprotection des chaines 
laterales du peptide par un acide fort doivent Stre r6alis6es. Ce traitement limite de 
fa$on importante le choix de la partie lipophile ; il interdit notamment l'utilisation 
d'acides gras insatures. En outre, la purification des lipopeptides par chromatographic 
liquide haute performance en phase inverse, necessaire apres le clivage de la liaison 

25 peptide/support, est difficile et conduit a des rendements faibles eu egard aux 
nombreuses impuretds qui sont pr6sentes en fin de synthase. 

II a 6galement ete propose de coxipler, en solution, une protdine a un 
groupement palmitoyl-coenzyme A, ce dernier etant introduit au niveau du 
groupement thiol d'une cysteine. Un tel couplage se traduit par la formation d'un lien 

30 thioester, qui pr^sente l'inconvenient d'etre peu stable. D'autre part, cette strategic est 
limitee a la modification de certaines prot^ines par le palmitoyl-coenzyme A et ne 
peut pas etre g6neralisee a la synthase de lipopeptides. 

Les strategies actuelles pour la synthase de lipopeptides consistent 
egalement & mettre en oeuvre des reactions de ligation chimique. La ligation chimique 

35 permet de lier, en solution et dans des conditions extrSmement douces, deux structures . 
peptidiques prealablement puriftees et totalement deproteg^es. 
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II a ainsi 6t6 propose de lier, dans un tampon aqueux, un acide gras k 
un peptide par un lien disulfure. Cependant, le lien disulfure pose de nombreux 
probtemes ; un tel lien est en effet peu stable et susceptible d'&tre degrade en presence 
de thiols, d'oii la n6cessite d'eviter la contamination des solvants utilises pour la. 
5 solubilisation des produits par des thiols, ainsi que V impossibility d'introduire une 
cysteine dans la sequence peptidique a vectoriser. L'utilisation de la chimie des thiols 
nScessite, en outre, de travailler sous atmosphere inerte dans le but d'6viter 
l'oxydation des thiols. 

W. ZENG et al. (J. Pept. Sc., 1996, 2, 66-72) ont egalement propose 

10 de lier, en solution, un peptide totalement deprotege et prealablement purifie a une 
structure lipidique polyfonctionnelle liee a un peptide, et ce par le biais d'un lien 
oxime. La partie lipophile est introduite sur une sequence peptidique en phase solide, 
une telle mdthode prSsentant les inconvenients mentionnds ci-dessus, k savoir la 
limitation au niveau du choix de la partie lipophile et les difficultes ltees k la 

15 purification de la structure lipidique. 

De fa?on similaire, O. MELNYK et al. (J. Peptide Res., 1998, 52, 
180-184) ont decrit la ligation, en solution et par un lien hydrazone, entre un peptide 
portant une chaine lipophile et une fonction aldehyde et un autre peptide modifte au 
niveau de la chaine laterale de lysine par un groupement hydrazino. Le hen hydrazone 

20 est realis6 en solution, mais le compose lipophile, de nature peptidique, est synthetise 
en phase solide et les limitations sont identiques k celles 6voqu6es prec&iemment. 

Par ailleurs, C. KLINGUER et al. (Tetrahedron Letters, 1996, 37, 
40, 7259-7262) ont decrit la ligation, dans un melange eau/ac^tonitrile, entre le 
cyclohexanecarboxaldehyde et un peptide portant une fonction hydrazine. Le procede 

25 d6crit par ces auteurs ne permet toutefois pas d'obtenir des composes stables, et done 
utilisables pour la vectorisation de principes actifs : en effet, le lien hydrazone form6 
entre l'hydrazine et Talddhyde est instable dans une large gamme de pH. 

Enfin, D. BONNET et al. (Tetrahedron Letters, 2000, 41, 45-48) ont 
decrit la ligation, en solution et par un lien hydrazide, de peptides fonctionnalis6s par 

30 un residu a-hydrazinoacetique avec des esters actives d'acides gras. Cette m^thode, 
d^crite Egalement dans la Demande de Brevet fran9ais n° 99 10626, permet 
1' introduction d'acides gras complexes sur des peptides. Cependant, une purification 
par HPLC est necessaire en fin de synthese pour separer le lipopeptide des sels, des 
reactifs d' activation et des impxaretes (notainment le peptide polyacyle) presents dans 

35 le milieu r£actionnel. Cette purification est simplifiee par la qualite du couplage en 
solution, mais neanmoins necessaire pour les raisons invoqudes ci-dessus. Ce proc6d6 
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' de couplage n'est done pas adapte a la synthese d'un melange de lipopeptides, tels que 
ceux utilis6s dans certains vaccins (H. GAHERY-SEGARD et al., Journal of 
Virology, 2000, 74, n° 4, 1694-1703 ; C. KLINGUER et al., Vaccine, ibid). 

Au vu des inconv&iients de l'6tat de la technique mentiorinds 
5 ci-dessus, les Inventeurs se sont donnds pour but de pourvoir k une nouvelle stratdgie 
de synthase de lipopeptides et, de fa90n g6n6rale, de peptides modifies par differents 
composds de nature lipidique, par ligation chimique en solution. 

Cette nouvelle strategie de synthese doit notamment repondre aux 

criteres suivants : 

10 - le couplage du compost de nature lipidique au peptide s'effectue 

en solution, 

- le couplage s'effectue a partir d'un peptide totalement deprot6g6, la 
reaction 6tant chimiosdlective, 

- les conditions reactionnelles du couplage permettent l'utilisation de 
15 derives d'acides gras, y compris de derives d'acides gras complexes mono- et 

polyinsaturSs, et de d&ivds du cholesterol commerciaux, 

- le lien forme au cours du couplage est trds stable dans une large 

gamme de pH, 

- le couplage permet l'obtention de melanges de lipopeptides 
20 directement utilisables sans etape de purification prealable. 

Les Inventeurs se sont 6galement donnas pour but de pourvoir a des 
lipopeptides, susceptibles d'etre obtenus par ligation chimique, dans lesquels le lien 
lipide/peptide est tres stable et ne prdsente pas les inconv&iients des liens disulfures 
de V Art anterieur. 

25 Ces buts sont atteints par la creation d'un lien hydrazone entre un 

peptide et un vecteur lipophile de nature non peptidique, lors d'une synthase 
convergente en solution. 

L'invention a pour objet un procedd de couplage, en solution, entre 
au moins un compost peptidique et au moins un vecteur lipophile portant une fonction 

30 aldehyde, ledit couplage comprenant une etape de realisation d'un lien hydrazone 
entre ledit compose peptidique et ledit vecteur lipophile, lequel proc6de est caracterisd 
en ce que ledit vecteur lipophile est de nature non peptidique et repond k la formule 
gen&rale (I) : 



35 
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dans laquelle : 

- i represente 0 ou 1 , 

- dans le cas ou i est egal a 0, D represente une liaison, 

- dans le cas oil i est egal 4 1, D represente un hSterocycle sature, 
5 insature ou aromatique, mono- ou polycyclique, et 

- R 1 et R 2 , qui peuvent etre identiques ou differents, represented 
chacun un groupement de formule L-f-E-f oil L represente un residu d'un lipide, E 
represente un bras espaceur, et f et f representent des fonctions liant, respectivement, 
LaEetEaD. 

10 De fa9on particulierement avantageuse, le procede selon l'invention, 

realist en solution, permet d'eviter une etape de clivage du support du compose 
peptidique modifie ainsi obtenu, clivage qui limite de fa9on importante le choix de la 
partie lipophile couplee au compose peptidique, comme cela a ete 6voque 
pr^cedemment. 

15 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede conforme a 

l'invention, ce dernier comprend les etapes suivantes : 

a) preparation d'au moins un compose peptidique totalement 
deproteg£ portant, soit au niveau de son extremite N-terminale, soit au niveau de 
l'extr6mite de la chaine lateral e d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement 

20 pr6sente k un endroit quelconque de la sequence peptidique, 14 4 groupements 
d6rives d'hydrazine de formule -CO-CHR'-NR-NH 2 , oil R et R' representent, 
independamment Tun de l'autre, un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle 
sature ou insature, lin6aire, ramifie ou cy clique, comprenant de 1 4 10 atomes de 
carbone, ainsi qu' eventuellement 1 a 3 heteroatomes choisis parmi I'oxygdne, le 

25 soufre et 1' azote, et pouvant etre substitu6 par 14 6 groupements choisis parmi les 
groupes hydroxy, alkoxy, aryloxy, amino, aminoalkyle, aminoaryle, thio, thioalkyle, 
carbonyle, carboxyle, guanidino et carboxamido ; 

b) reaction, en solution, du(des)dit(s) compose(s) peptidique(s) 
obtenu(s) a T etape a) avec au moins un vecteur lipophile de nature non peptidique de 

30 formule (I) telle que definie ci-dessus, porteur d'une fonction aldehyde. 

Un groupement derive d'hydrazine, tel que defini ci-dessus, peut 
etre introduit, soit au niveau de l'extremite N-terminale du peptide, soit au niveau de 
Textrdmite de la chaine laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement 
presente a un endroit quelconque de la sequence peptidique, par tout moyen connu de 
35 I'Hommedel'Art. 

Les groupements derives d'hydrazine portes par le compose 



WO 02/20558 



PCTYFR01/02787 



peptidique, mentionn6s lors de P6tape a) du proc6d6 conforme a Pinvention, sont de 
preference des groupements a-hydrazinoac6tiques, c'est-a-dire des groupements 
-CO-CH 2 -NH-NH 2 . De tels groupements peuvent, par exemple, Stre introduits sur le 
compose peptidique a Paide de Pacide N/N'-tri(Boc)hydra2ino-acetique ou de Pacide 
5 N,N'-di(Boc)hydrazinoacetique, comme "decrit dans la Demande internationale 
PCT/FR00/02336, ainsi que dans Particle de D. BONNET et al. para dans 
Tetrahedron Letters, 2000, 4i, 45-48. La reaction est effectuee en phase solide, le 
peptide fonctionnalis6 etant ensuite separ6 du support solide et deprotege selon des 
methodes connues de l'Homme de PArt. 

10 De fa9on particuli&rement avantageuse, la reaction de couplage entre 

ledit vecteur lipophile de formule (I) et ledit compose peptidique totalement 
deprotege, fonctionnalise tel que decrit ci-dessus, permet d'eviter toute etape de 
ddprotection des chaines laterales du compost peptidique avec un acide fort 
posterieurement a la reaction de couplage, ce qui permet d'utiliser, en tant que vecteur 

15 lipophile, des derives d'acides gras sensibles. Le procede selon Pinvention permet 
ainsi d'obtenir directement un compose peptidique modifie, c'est-^-dire coupl6 k un 
vecteur lipophile. 

La reaction de couplage realisee au cours du proc6d6 selon 
Pinvention (6tape b) s'effectue dans des conditions op6ratoires tres douces et ne 

20 necessite pas de travailler dans des conditions inertes, comme c'est le cas pour 
certains des proc&ies de PArt anterieur, notamment ceux qui consistent a coupler un 
peptide a un acide gras par un lien disulfure. Le couplage est efficace, rapide et 
s'effectue dans des conditions stoechiometriques. II n'y a pas ou peu de sous-produits 
et de precurseurs non consommes, ce qui permet d'obtenir des lipopeptides 

25 directement utilisables sans avoir a etre purifies. Ceci est particulierement avantageux 
dans la mesure oil les lipopeptides sont des molecules difficiles a purifier par 
chromatographic liquide haute performance ou par d'autres methodes (eu 6gard a des 
problemes de solubilite, d'agregation ...). Dans le precede conforme a Pinvention, les 
precurseurs peptidiques sont facilement purifies avant d'etre couples aux vecteurs 

30 lipophiles. Ainsi, les lipopeptides obtenus ne ndcessitent pas d'etre purifies. 

En outre, le lien hydrazone forme, au cours de P etape b) du proc£d6 
conforme a Pinvention, entre la fonction aldehyde du vecteur lipophile de formule (I) 
et le goupement derive d'hydrazine de formule -CO~CHR'-NR-NH 2 portee par le 
compose peptidique, est particulierement stable, en tout etat de cause bien plus stable 

35 qu'une fonction hydrazone formee entre un aldehyde et un groupement hydrazine 
(-NH-NH2), type de lien hydrazone decrit notamment par C. KLINGUER et al. 
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(Tetrahedron Letters, 1996, 32, 40, 7259-7262). En effet, la presence de la fonction 
carbonyle, dans les groupements derives d'hydrazine portds par les composes 
peptidiques utilises dans le cadre de la presente invention, modifie la reactivity de la 
fonction hydrazine et stabilise le Hen hydrazone form6. 
5 La reaction effectuee a l'etape b) du proc6d6 conforme & I'invention 

est avantageusement realisee dans un m61ange d'eau (pour la solubiiisation du 
compost peptidique) et d'au moins un solvant lipophile miscible a 1'eau (pour la 
solubiiisation du vecteur lipophile), de preference le tert-butanol. 

Le compose peptidique mis en oeuvre dans le proced6 conforme a 

10 ^invention peut §txe s£lectionn6 dans le groupe constitue par les peptides et les 
derives de peptides, tels que les glycopeptides, les pseudopeptides et les 
glycomimetiques dendrim&iques de nature peptidique. 

Au sens de la presente invention, on entend par « peptide » tout 
enchainement de plusieurs acides amines, quels que soient leur nature et leur nombre ; 

15 le terme « peptide » d&igne done aussi bien des oligopeptides (dipeptides ou 
tripeptides) que des polypeptides ou des proteines. On entend par « glycopeptides » 
des peptides assoctes, par liaison covalente, avec des glucides, qu'il s'agisse de 
monosaccharides (tels que des oses neutres) ou de polysaccharides. Par 
« pseudopeptides », on entend des peptides dont une ou plusieurs liaisons peptidiques 

20 (-CO-NH-) ont et6 remplacees par des liaisons non peptidiques (telles que les liaisons 
-CO-NH-NH-, -CH 2 -NH- ou -CO-NH-O-). Par « glycomimetiques dendrim&iques de 
nature peptidique », on entend des glycomimetiques dont la structure est & base 
d' acides amines ou de leurs derives et se presente sous une forme hautement ramifiee, 
de type arborescente. 

25 Les peptides et les derives de peptides utilisables dans le procede de 

couplage conforme a ^invention peuvent avantageusement presenter une activity 
pharmacologique et un int6r8t th6rapeutique : il peut s'agir par exemple de 
neuropeptides, d' hormones peptidiques ou de substances susceptibles de moduler 
l'activit6 de r^cepteurs de cytokines. Le couplage de ces peptides ou derives de 

30 peptides a un vecteur lipophile, conform&nent au procede selon ^invention, leur 
conf&re la capacity de p6n6trer dans les cellules par transfert a travers la membrane 
cellulaire, et ce quelles que soient les cellules. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du procede conforme a 
1' invention, le composd peptidique utilisd est un glycomim6tique dendrim6rique de 

35 nature peptidique qui repond a la formule g6n£rale (II) ci-aprds : 
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(B 2 M) m (XN) n A (II) 

dans laquelle : 




oft Ri, R2, R3 et R4 representent, ind6pendamment les uns des autres, 
un atome d'hydrogene ou un groupe protecteur, et ou W repr6sente une liaison ou une 
chaine carbonee lineaire, ramifiee ou cyclique, saturee ou insaturee, comprenant de 1 
10 a 18 atomes de carbone et eventuellement de 1 a 12 atomes choisis panni Poxygene, 
le soufre et Pazote, ladite chaine carbonee 6tant eventuellement substitute par 1 k 16 
atomes d'halog&ne, 

X repr6sente le reste d'un oligopeptide X s comprenant de 1 a 6 acides amines, 
A repr6sente le reste d'un compost A' au moins trifonctionnel, 
15 - m est un nombre entier compris entre 1 et 32, 
- n est un nombre entier compris entre 0 et 32, et 

M et N representent chacun un groupe de liaison, respectivement entre B 2 et A 
quand n = 0 ou B 2 et X quand n est dijBferent de 0, et entre X et A quand n est different 
de 0, et comprennent, ind^pendamment Tun de Tautre, une fonction choisie parmi les 
20 fonctions oxime, hydrazone, amide, ester, thioester, hydrazide, hydroxamate, 6ther, 
thio6ther, amine, carbonate, carbamate, thiocarbonate, thiocarbamate, ur6e, thiouree et 
thiazolidine. 

Le compose de formule (II) est decrit dans la Demande 
internationale PCT/FR00/02 1 94, 

Au sens de la presente invention, on entend par groupe 
« protecteur » un groupe protecteur d ? une fonction hydroxyle ou d'un diol (auquel cas 
deux groupes choisis parmi Ri, R2, R3 et R4 peuvent etre relids de fa9on covalente Tun 
a T autre pour former ensemble un cycle), tel que d6fini dans Touvrage Protective 
Groups in Organic Synthesis, T.W. GREENE et P.G.M. WUTS, Seconde Edition 
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1991, J. WILEY and Sons. A titre d'exemples et de fa90n non-limitative, on peut citer 
les groupes trimethylsilyle, triethylsilyle, triisopropylsilyle, tertiobutyldim6thylsilyle, 
tertiobutyldiphenylsilyle, trimethylsilylethylether, tert-butoxymethyle, m£thoxy- 
methyle, benzyloxym&hyle, 2-me1hoxyethoxym6thyle, methylthiomethyle, ac£tyle, 
5 ou 2',3'-dim6thoxybutane-2',3'-diyle. 

A titre d'exemples et de fa<?on non-limitative, dans les formules 
g&ierales (a) et (b) : 

- des atomes d'halogene convenables sont le brome, le chlore et le 

fluor ; et 

10 - des chaines carbonees convenables sont des groupes alkyles 

(methyle, ethyle, propyle, isopropyle, tertiobutyle, pentyle, ...), des groupes alk6nyles 
(vinyle, allyle, but6nyle, pentenyle, ...), des groupes alkynyles (ethynyle, propynyle, 
butynyle, pentynyle, ...), des groupes cycloalkyles (cyclopentyle, cyclohexyle, .,.)> des 
heterocycles (pip&azine, ...), des groupes aryles (phenyle, cr6syle, ...), des groupes 

15 heteroaryles (pyridine, pyrimidine, pyrazine, ...), des groupes polyethyleneglycols ou 
encore des polyamines. 

Les formules (a) et (b) representent les restes des acides quinique et 
shikimique et de certains de leurs d6riv6s, obtenus par protection des hydroxyles 
portes aux positions 1, 3, 4 et/ou 5 du cycle. 

20 Les composes rSpondant aux formules general es (a) et (b), lorsqu'ils 

presentent au moins deux fonctions hydroxyles libres vicinales, constituent des mimes 
du D-mannose : ces composes, et par consequent le compose de formule generale (II) 
qui les porte, sont capables d'Stre reconnus par le r£cepteur du mannose et de se lier k 
ce dernier ou a tout r^cepteur de la famille des C-lectines apparente au r^cepteur du 

25 mannose. 

Le compos6 A' est avantageusement formS d'un enchainement 
comprenant plusieurs restes d'un compose au moins trifonctionnel, lies les uns aux 
autres par des liaisons covalentes, et propre k offrir, au niveau des groupes 
fonctionriels libres de ces restes (c'est-a-dire des groupes fonctionnels qui ne sont pas 
30 engages dans une liaison covalente), plusieurs sites d'ancrage pour le ou les composes 
de formule gen6rale (a) et/ou (b) ou, lorsque X est present, le compost X\ 

Le compost A f comprend de preference de 2 a 32 et, de maniere 
encore pr6f£ree, de 4 a 16 restes d'un compost trifonctionnel. 

De preference, le compose A' comprend un enchainement d' acides 
35 amines, identiques ou diff6rents, selectionnes dans le groupe constitug par la lysine, 
Thydroxylysine, la serine, la threonine, la cysteine, rornithine, l'acide aspartique et 
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l'acide glutamique. Cet acide amine peut etre aussi bien de la s6rie L que de la serie D 
et le compos6 A 1 peut m&ne comprendre k la fois des residus de la s&ie L et des 
rdsidus de la serie D. Un compose A 1 k base de lysine est pref<6r£, dans la mesure oh il 
a ete montrd que des macromolecules k base de lysine sont d&iuees d'immunogenicitd 
5 intrinseque (TAM, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1988, 85, 540). 

Toutefois, il est possible d'utiliser, en tant que compost A', des 
enchaSnements de composes trifonctionnels autres que les acides amines cites 
ci-dessus, pour autant qu'ils prdsentent une biocompatibilitd satisfaisante. A titre 
d'exemples et de fa9on non-limitative, on peut citer la 3,3'-iminobis(propylamine), la 
10 2,2-iminobis(6thylamine), l'acide gallique, le tris(2-carboxy6thyl)nitromethane 
(M. BRETTEICH et al., Synlett, 1998, 1396), le tris(hydroxymethyl)aminom6thane 
(P. R. ASHTON et aL, J. Org. Chem., 1998, 63, 3429) et la (dihydroxy)propylamine. 

L'indice n, qui reprdsente le nombre de restes X pr6sents dans le 
compose de formule g£n6rale (II), peut etre : 
15 • soit egal a 0, auquel cas le ou les restes B 2 sont directement lies 

au reste A, 

• soit compris entre 1 et 32, auquel cas, si n est 6gal k 1 , le ou les 
restes B 2 sont lids au reste A par 1'intermediaire d'un seul reste X, tandis que, si n est 
different de 1, chaque reste X peut servir d'eldment de liaison entre un ou plusieurs 

20 restes B 2 et le reste A. 

Quant aux groupes de liaison M et N, ils sont choisis, 
ind£pendamment les uns des autres, parmi les groupes de liaison qui comprennent une 
fonction choisie parmi les fonctions oxime, hydrazone, amide, ester, thioester, 
hydrazide, hydroxamate, ether, thio6ther, amine, carbonate, carbamate, thiocarbonate, 

25 thiocarbamate, uree, thiourde et thiazolidine. A titre d f exemples et de fa9on non- 
limitative : 

- une liaison oxime peut etre formee par reaction d'un groupe 
O-alkylamine avec un groupe carbonyle, 

- une liaison hydrazone peut etre form6e par reaction d ! un 
30 groupe hydrazine avec un groupe carbonyle, 

- une liaison amide (respectivement, ester) peut Stre formee 
par reaction d'un groupe amine (respectivement, alcool) avec un groupe acide 
active ou anhydride ou halogenure d' acide, 

- une liaison thioester peut £tre formfe par reaction d'un 
35 groupe thiol avec un groupe abide active ou anhydride ou halogenure d' acide, 
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- xine liaison .hydrazide peut etre formee par reaction d'un 
groupe hydrazine avec un groupe acide active, anhydride ou halogenure d' acide, 

- une liaison 6ther peut Stre formfe par reaction d'un groupe 
alcool avec un groupe halogenure d'alkyle, 

5 - une liaison thio6ther peut etre form6e par reaction d'un thiol 

avec un groupe halogenure d'alkyle, 

- une liaison amine peut etre formSe par reaction entre un 
groupe amine et un halogenure d'alkyle, 

- une liaison carbonate peut etre formde par reaction d'un 
1 0 groupe chloroformate avec un groupe alcool, 

- une liaison carbamate peut etre formee par rdaction d'un 
groupe chloroformate avec un groupe amine, 

- une liaison thiocarbonate peut Stre formee par reaction d'un 
groupe chlorothioformate avec un groupe alcool, 

15 - une liaison thiocarbamate peut etre formde par reaction d'un 

groupe chlorothioformate avec un groupe amine, 

- une liaison ur6e peut Stre formee par reaction d'un groupe 
isocyanate avec un groupe amine, 

. - une liaison thiour6e peut etre formee par reaction d'un 
20 groupe isothiocyanate avec un groupe amine, 

- une liaison thiazolidine peut etre formee par reaction d'un 
groupe (3-aminothiol avec un groupe carbonyle, tandis que 

- une liaison hydroxamate peut etre formee par reaction entre 
un groupe acide activ6 et un groupe hydroxylamine. 

25 On comprendra dbs lors que, dans la formule g6nerale (II), B 2 , A et 

X reprdsentent les restes de composes portant naturellement des groupes fonctionnels 
propres k conduire, par reaction les uns sur les autres, k l'obtention des groupes de 
liaison M et N tels que definis ci-dessus, ou de composes ayant ete modifies de 
maniere a porter de tels groupes fonctionnels. 

30 Le compose de formule generate (II) est avantageusement tel que m 

est un nombre entier compris entre 4 et 16, n est un nombre entier compris entre 2 et 
8, X reprSsente le reste d'un oligopeptide comprenant de 2 a 4 residus decides amines, 
tandis que A repr6sente le reste d'un enchainement comprenant de 2 k 8 residus de 
lysine et se presentant sous la forme d'un dendrimfere. 

35 Les composes de formules g6n6rales (a) et/ou (b) sont 

avantageusement choisis de telle sorte que les groupes -OR 2 et -OR 3 soient en relation 
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trans, de manidre a mimer les deux hydroxyles portes par le cycle du D-mannose qui 
apparaissent etre impliqu6es dans la liaison entre ce compost et son rScepteur. 

Le compose de formule (b) est avantageusement tel que Ri, R2 et R3 
representent des atomes d'hydrogene. Si, en outre, les groupes -ORi et -OR2 se 
5 trouvent en relation cis, et les groupes -OR2 et -OR3 se trouvent en relation trans, la 
configuration 6tant 3R, 4S et 5R, le composS resultant consiste en un reste de l'acide 
C-)-shikimique (ou acide 3,4,5-trihydroxy-l-cyclohexene-l-carboxylique). 

• Quant au compose de formule (a), il est avantageusement tel que Ri, 
R2, R3 et R4 representent des atomes d'hydrogene. Si, en outre, les groupes -OR2 et 

10 -OR3 se trouvent en relation trans, alors que les groupes -ORi et -OR4 se trouvent 
chacun en relation cis par rapport au groupe -OR2, la configuration etant ls n , 3R, 4s n 
et 5R, alors le compose resultant consiste en un reste de l'acide (-)-quinique (ou acide 
1 ,3 ,4,5-tetrahydroxy-cyclohexane-carboxylique). 

Ainsi, le compose de formule g£n6rale (II) est de preference tel que 

15 B 2 represente un reste d r un ou plusieurs compos6s choisis parmi l'acide (-)-shikimique 
et l'acide (-)-quinique, 6ventuellement sous forme proteg6e. Les acides (-)-shikimique 
et (-)-quinique sont disponibles commercialement, par exemple aupres des Soctetes 
ALDRICHouACROS. 

Le procdde de couplage conforme a l'invention peiit mettre en 

20 ceuvre plusieurs composes peptidiques diffi&rents et/ou plusieurs vecteurs lipophiles 
differents, permettant ainsi de synth&iser des melanges de composes peptidiques 
fonctionnalisSs par des vecteurs lipophiles. 

De tels melanges sont obtenus en une fois h Tissue de P etape b) du 
proced6 selon Finventipn : l'utilisation de plusieurs composes peptidiques diff6rents 

25 et/ou de plusieurs vecteurs lipophiles diffcrents lors de l'&ape b) aboutit directement k 
un melange de composes peptidiques fonctionnalis6s par des vecteurs lipophiles, 
melange qui est directement utilisable, sans etape de purification prealable ni de 
dessalage, par lyophilisation directe du milieu reactionnel ou precipitation des 
composes obtenus par dilution a l'eau. 

30 Selon un mode de mise en ceuvre avantageux du procede de 

couplage conforme a l'invention, ce dernier met en oeuvre, lors de I s etape b), au moins 
un vecteur lipophile portant une fonction aldehyde, au moins un compost peptidique 
choisi parmi les peptides, les glycopeptides et les pseudopeptides, ainsi qu'au moins 
un glycomimetique dendrim6rique de formule generate (II) telle que definie ci-dessus. 

35 L'utilisation d'au moins un compose de formule (II) au cours de 

l'&ape b) du proc6d6 de couplage selon l'invention aboutit avantageusement a 
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Tobtention d'un melange comprenant au moins un compose peptidique choisi parmi 
les peptides, les glycopeptides et les pseudopeptides, et au moins un glycomimetique 
dendrimerique de formule (II), chacun etant respectivement lie a unou plusieurs 
vecteurs lipophiles. De par la prdsence des chaines lipophiles, ledit melange 
5 s'organise sous la forme de micelles mixtes. La presence du compost de formule (II) 
dans ces micelles permet de vectoriser selectivement lesdits composes peptidiques 
vers les cellules possddant des recepteurs du mannose ou des rdcepteurs de la famille 
des C-lectines apparentes au rdcepteur du mannose. 

L'invention a egalement pour objet un vecteur lipophile utilisable 
10 dans le proc6d6 de couplage defini ci-avant, caracterise en ce qu'il repond a la formule 
generate .(I) : 

[(R 1 )(R 2 ) i ]D-CHO (I) 

1 5 telle que ddfinie pr6c6demment. 

Un tel vecteur lipophile est avantageusement tel que i est egal k 1 et 
D represente l'hdtdrocycle l-aza-3,7-dioxabicyclo (3.3.0)-octane. 

Le groupement L (dans la formule L-f-E-f ddfinie en rapport avec 
R 1 et R 2 ) represente par exemple un sterol, un derive de sterol (tel qu'un derive du 

20 cholesterol) ou une chaine carbonde saturde ou insaturee, lineaire ou ramifiee, 
comprenant entre 4 et 30 atomes de carbone. Une telle chaine carbonee constitue la 
partie lipophile d'un acide gras, tel que l'acide palmitique (lorsque L r£pond a la 
formule CH3-(CH2)h-) ou V acide oleique (lorsque L rdpond a la formule 
CH 3 -(CH 2 )7-CH=CH-(CH 2 )7-). 

25 Par • ailleurs, E represente avantageusement une chaine carbonee 

lindaire, ramifide ou cyclique, saturee ou insaturee, comportant de 1 a 18 atomes de 
carbone et, dventuellement, 1 a 16 heteroatomes (par exemple de Tazote ou de 
l'oxygdne) et/ou 1 a 7 groupements selectionnes parmi les groupements carbonyles, 
les heterocycles, les hdteroaryles, les carbocycles et les aryles. E peut eventuellement 

30 etre substitue par 1 a 8 groupements hydroxyles ou amino et/ou 1 a 16 atomes 
d'halogene (tels que le chlore ou le fluor). 

Au sens de la prdsente invention, on entend par : 

- « carbocycle » (aussi appeld « cycloalkyle ») un cycle carbond 
mono- ou polycyclique, comprenant entre 3 et 8 atomes de carbone, tel que le 

35 cyclopentyle ou le cyclohexyle ; 

- « aryle » un cycle carbone aromatique, mono- ou polycyclique, 
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comprenant entire 5 et 14 atomes de carbone, tel que le ph6nyle, le naphtyle ou le 
crdsyle ; 

- « h6t6rocycle » un carbocycle comprenant un ou plusieurs 
heteroatomes choisis parmi 1' azote, l'oxygene et le soufre, tel que la pipdrazine ; 
5 - « h&droaryle » un aryle comprenant un ou plusieurs hetdroatomes 

choisis parmi 1'azote, l'oxygdne et le soufre, tel que la pyridine, la pyrimidine ou la 
pyrazine. 

Quant a f et £, ces fonctions reprdsentent par exemple, 
respectivement, une liaison -CO-NH- ou -CO-O- et -NH-CO- ou -O-CO-. 
10 Des exemples de vecteurs lipophiles preferes conformes & 

1' invention repondent aux formules (HI) et (TV) ci-apres : 



15 
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(CH 2 ) 3 
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dans lesquelles L est tel que d6fini prec&iemment et repr£sente, par 

exemple : 

-dans les formules HI et IV, une chaine carbonfe de formule 
CH3-(CH2)i4- (c'est-a-dire la partie lipophile de l'acide palmitique), ou une chaine 
20 carbonee de formule CH3-( CH2)7-CH=CH-(CH 2 )7- (c'est-^-dire la partie lipophile de 
l'acide ol6ique). 

- dans la formule HI, une chaine carbonde de formule 
CH3-(CH 2 )7-CH=CH-(CH 2 )7- (c'est-4-dire la partie lipophile de l'acide oteique), ou un 
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derive de sterol. 

Les vecteurs lipophiles conformes k l'invention sont 
particulierement adaptes pour etre utilises, tels quels et sans qu'une activation 
pr^alable soit necessaire, dans le procddd de couplage defini precedemment. 
5 L'invention a egalement pour objet un lipopeptide susceptible d'Stre 

obtenu par le proc£de de couplage tel que defini ci-avant, caract^rise en ce qu'il est 
essentiellement constitue d'au moins un compost peptidique lie, par un lien 
hydrazone, a au moins un vecteur lipophile de nature non peptidique de formule (I) tel 
que defini ci-avant. Ledit compose peptidique est avantageusement tel que defini 
10 precedemment en rapport avec le procdde de couplage conforme a l'invention. 

Comme cela a 6te evoqu6 precedemment, un tel lipopeptide possede 
la capacity de penetrer dans les cellules par transfer! passif a travers la membrane 
cellulaire, de fa9on non selective. 

L' invention a egalement pour objet un melange de plusieurs 
15 lipopeptides differ ents tels que definis ci-dessus. Un tel melange est susceptible d'etre 
obtenu par le procede de couplage conforme a Tinvention tel que precedemment 
decrit. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un lipopeptide tel 
que defini ci-dessus pour le ciblage cellulaire. 

20 L'invention a egalement pour objet Tutilisation du proc6de de 

couplage defini ci-dessus pour la preparation d'un medicament comprenant au moins 
un principe actif de nature peptidique vectorise par au moins un compose lipophile, 
utile pour le ciblage cellulaire. 

Dans un tel medicament, le principe actif de nature peptidique (par 

25 exemple une hormone ou un neuropeptide), vectorise par un compose lipophile, est 
apte a traverser les barri^res physiologiques lipophiles, telles que les membranes 
cellulaires, et ce de fa9on non selective (c'est-&-dire quelles que soient les cellules). 
Les proprietes physiques du principe actif se trouvent modifiees, puisque ce dernier, 
de par la presence de chalnes lipophiles, se presente sous la forme de micelles ou 

30 d'agregats, qui permettent notamment, dans le cas de micelles mixtes, de regrouper 
des peptides de natures differentes dans un meme environnement. Lorsque ces 
micelles ou agr6gats comprennent egalement un compose de formule (II) lie, par un 
lien hydrazone, & au moins un vecteur lipophile, le medicament resultant permet de 
cibler les recepteurs de la famille des C-lectines apparentes au recepteur du mannose. 

35 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
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exemples de mise en oeuvre du proc6d6 objet de la prdsente invention et de synthases 
de lipopeptides selon la pr&ente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

- la figure 1 illustre la synthese des vecteurs lipophiles de formules 
5 (Ilia) et (nib) et (TRc) conformes k Pinvention ; 

- la figure 2 illustre une autre voie de synthese du vecteur lipophile 
de fonnule (Ilia), ainsi que la synthase du vecteur lipophile de formule (IVa) 
conforme a Pinvention ; 

- la figure 3 illustre la synthase du vecteur lipophile de fonnule 
1 0 (IVb) conforme k 1' invention ; 

- la figure 4 illustre Ie couplage, par le proc6de conforme k 
Pinvention, d'un melange de peptides d&iommes SIV1-7 et TT avec un vecteur 
lipophile de formule (Ilia) ; 

- la figure 5 illustre le couplage, par le procedd conforme a 
15 1' invention, du peptide denommd Mu-IFNy avec deux vecteurs lipophiles de formule 

ana); 

- la figure 6 illustre le couplage, par le proc6d6 conforme k 
T invention, du peptide d6nomm6 OVA avec un vecteur lipophile de formule (TVa). 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnas 

20 uniquement & titre d'illustration de P objet de Pinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

Dans les exemples qui suivent, les abreviations suivantes sont 
utilis6es : eq. : Equivalents ; Boc : tert-butyloxycarbonyle ; Fmoc : 9-fluorenyl- 
m&hoxycarbonyle ; Mtt : 4-m6thyl-trityle ; DMF : dimethylformamide ; TFA : acide 

25 trifluoroacStique ; CH2CI2 : dichlorom&hane ; MeOH : methanol ; EtOH : 6thanol ; 
THF : t6trahydrofurane ; AcOH : acide ac6tique ; AcOEt : ac6tate d'6thyle ; H2O : 
eau; AcCTNEU 4 * : acetate d' ammonium; CDC1 3 : chloroforme deut6r6 ; EDT: 
Sthanedithiol ; TIS : triisopropylsilane ; DMSO-d6 : dimethylsulfoxyde- 
d6 (enticement deut6r£) ; NaI04 : periodate de sodium ; NaCl : chlorure de sodium ; 

30 Na 2 S04 : sulfate de sodium ; MgS0 4 : sulfate de magnesium ; KH2PO4 : 
dihydrog&iophosphate de potassium ; PAL : « peptide-amide linker » ; BOP : 
benzotriazole- 1 -yl-oxy-tris(cUm6thylamino)phosphoniumhexafluorophosphate ; 
HOBt : N-hydroxybenzotriazole ; HBTU : N-oxyde d'hexafluorophosphate de 
N-[(lH-benzo1iiazol-l-yl)(dim6thy^ ; 

35 DIE A : . diisopropytethylamine ; TEAP : phosphate de tri&hylamine ; HPLC : 
chromatographie liquide haute performance ; RP-HPLC : chromatographie liquide 
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haute performance en phase inverse ; ES-MS : spectrometrie de masse par 
electronebulisation ; TOF-PDMS : spectrometrie de masse a desorption par plasma ; 
LC-MS : spectrometrie de masse couplee a une analyse par chromatographie liquide ; 
RMN *H : resonance magnetique rrucleaire du proton ; RMN ,3 C : resonance 
5 magnetique nucleaire du carbone. PyBOP : benzotriazole-l-yl-oxy-tris-pyrrolidino- 
phosphonium hexafluorophosphate. 

EXEMPLE 1 : Synthese de peptides fonctionnalises par des groupements 
a-hydrazinoacetiques 

Les peptides suivants, fonctionnalises par des groupements 
10 a-hydrazinoacetiques soit au niveau de leur extremite N-terminale, soit au niveau de 
l'extremite de la chaine latdrale d'une lysine (K) pr6sente dans la sequence peptidique, 
ont et6 pr6pares : 

SIV1 : H-SVRPKVPLRAMTYKLAIDMSHFIKEKK(COCH2NHNH 2 )-NH2 
SIV2 : H-EKGGLEGIYYSARRHPJLDMYLEK(COCH 2 NHNH2)-NH 2 
SIV3 : H-DWQDYTSGPGIRYPKITGWLWKLVK(COCH2NHNH 2 )-NH2 
SIV4 : H-SKWDDPWGEVLAWKFDPTLAYTYEAK(COCH 2 NHNH 2 )-NH2 
SIV5 : H-YTYEAYARYPEELEASQACQRKRLEEGK(COCH 2 NHNH 2 )-NH 2 
SIV6 : H-KFGAEWPGFQALSEGCTPYDINQMLNCVGDK(COCH2NHNH2)-NH 2 
SW7 : H-QIQWMYRQQNPn > VGNTYRRWIQLGLQKCVRMYNPTN- 
K(COCH 2 NHNH 2 )-NH 2 

TT : Ac-QYEKANSKFIGITELKK K(COCH 2 NHNH2)-NH 2 
Mu-IFNy : HzNlSHCHzCO-KCCOC^NHl^-A^ 
V VHQLLPES SLRKRKRSR-NH2 

Mu-IFNy a : H-K(COCH 2 NHNH 2 )IRVVHQLLPESSLRKRKRSR-NH2 
Mu-IFNy b : H-K(COCH2NHNH 2 )SLRSERRHQKVRPIRVLSKL-NH2 
Mu-IFNy c : H-K(COCH 2 NHNH 2 )- 

AKFEVNNPQ VQRQAFNELIRVVHQLLPES SLRKRKRSR-NH2 
Mu-IFNy d : H-K(COCH 2 NHNH 2 )- 

PSRENQNA VKIQKLSVVLRREQKHRVERLAFRNQ SLPF-NH 2 
OVA : Ac-K(COCH 2 NHNH 2 )-ISQAVHAAHAEINEAGR-NH 2 
G18R : H-K(COCH 2 NHNH 2 )GAVVGGLGGYMLGSAMSR-NH 2 

La synthese de ces hydrazinopeptides s'effectue en phase solide 
selon les protocoles decrits ci-apres. 

1) Preparation de la resine Fmoc-LvsrBoc2NNfBoc')CH2CO')-PAL- 
PEG-PS . 

La rdsine de depart est la resine Fmoc-PAL-PEG-PS de charge 
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0,16 mmol/g (Perseptive Biosystems, 25 g). Elle est trait6e avec de la pip6ridine a 
20% dans le DMF pour d£proteger la fonction amine, puis lav6e a l'&hanol, & la 
N-methylpyrrolidone et au DMF. L'acide amin6 Fmoc-Lys(Mtt)-OH (Senn 
Chemicals), utilis6 k raison de 4 eq. par rapport aux fonctions amines r^actives 
5 pr6sentes sur le support solide, est active par le melange HBTU/HOBt/DIEA 
(4 eq./4 eq./8 eq.) dans le DMF pendant 1 minute. L'acide activ6 est ensuite ajoute a la 
rdsine. Apr6s 1 h d'agitation, la rSsine est lavee au DMF, puis au CH2CI2 et stockde 
dansduCH 2 Cl 2 a4 0 C. 

La ddprotection du groupement Mtt est realis6e par une serie de 

10 lavages avec du TFA a 1% dans le CH2CI2. Cette d6protection est suivie par 
RP-HPLC sur colonne TSK gel Super-ODS (Tosohaas). La d^protection est achev6e 
apres 13 a 16 lavages. La r6sine est neutralisee par deux lavages a la 
diisopropylethylamine a 5% dans le CH2C1 2 , puis lav£e avec du CH 2 C1 2 . 

Le couplage de l'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoac6tique, realist 

15 comme decrit dans la Demande internationale PCT/FR00/O2336, est effectue en 
utilisant 1,2 eq. d'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinOac6tique par rapport aux fonctions 
amines reactives presented sur le support solide. L'acide N,N'-tri(Boc)hydrazino- 
acdtique est active a l'aide d'un melange BOP/DEEA (M. GAERI et al., Tetrahedron 
Letters, 1990, 50, 7363) ou HBTU/HOBt/DIEA dans le DMF (acide N,N'-tri(Boc> 

20 hydrazmo-ac6tique/BOP/DIEA : . 1/1/3, ou acide N,N'-tri(Boc)hydrazino-acetique/ 
HBTU/HOBt/ DIEA : 1/1/1/3), puis ajoute en une fois au support solide en suspension 
dans le DMF. Apres 30 minutes, le support est lav6 par du DMF et du CH2CI2. 

La rdsine Fmoc-Lys(Boc 2 NN(Boc)CH 2 CO)-PAL-PEG-PS ainsi 
prdparde est utilisee directement pour les synthases peptidiques sur support. 

25 2) Svnthfese des peptides SIV1 a SIV7 et TT . 

• Protocole de synthase. 

Les hydrazinopeptides SIV1-7 et TT sont synthdtises en phase solide 
sur la nJsine Fmoc-Lys(Boc 2 NN(Boc)CH 2 CO)-PAL-PEG-PS en utilisant la chimie 
Fmoc/tert-butyle, telle que decrite par exemple dans « Fmoc solid phase peptide 

30 synthesis, a practical approach » (W.C. CHAN & P.D. WHITE Editors, Oxford 
Iuniversity Press, Oxford 2000) ou par G.B. FIELDS et al. dans Int. J. Pept. Protein, 
1990, 35, 161, avec une activation HBTU/HOBt (M. SCHN6LZER et al., Int. J. Pept. 
Protein Res., 1992, 40, 180). La synthase est rSalisde sur un synth6tiseur automatique 
Pioneer (Perseptive Biosystems). Les rdactifs de synthese sont les suivants : 

35 - ddprotection des fonctions amines : pip6ridine k 20% dans le DMF, 

- activateur des acides amines : HBTU/HOBt (les deux reactifs etant 
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utilises a la concentration de 0,5 M dans le DMF), 

- solution de DIE A 1M dans le DMF, 

- solution de « capping » (c'est-£-dire de blocage des fonctions 
rEactives qui n'ont pas rEagi) : anhydride acEtique k 3% et DIEA 0,3% dans le DMF. 

5 Les hydrazinopeptides SIV1 et SIV2 ont EtE synthetises sur une 

Echelle de 0,1 mmole, en utilisant 10 Equivalents en acides amines. Quant aux 
peptides SIV3 a SIV7 et TT, ils ont EtE synthEtisEs sur une Echelle de 0,25 mmole en 
utilisant 4 Equivalents en acide amines. Les syntheses ont EtE rEalisEes en double 
couplage avec « capping », selon la succession d'etapes suivante : dEprotection de la 
10 fonction amine, activation de 1' acide aminE et couplage (deux fois), puis « capping » 
avec la solution d' anhydride acEtique. 

• Coupure et dEprotection des hydrazinopeptides SIV1 -7 et TT. 
Les hydrazinopeptides sont coupes du support solide, et 

simultanEment dEprotEgEs, par Taction du TFA en presence de piEgeurs de 
15 carbocations. Le melange utilisE est le suivant : 

- pour les peptides SIV1 et SIV2 : TFA 95%, TIS 2,5%, H 2 0 2,5%, 

- pour le peptide SIV4 : TFA 95%, EDT 2,5%, H 2 0 2,5%, 

-pour les peptides SIV3, SIV5, SIV6, SIV7 et TT : 
TFA/EDT/lhioanisole/ H 2 0/phEnol (10 ml/0,25 ml/0,5 ml/0,5 ml/0,75 g). 
20 La: duree de la reaction de coupure des hydrazinopeptides du support 

solide varie entre lh30 et 2h30 sous agitation. Les peptides sont ensuite precipites 
dans l 5 Ether ethylique froid et centrifuges. 

• Purification des hydrazinopeptides SIV1-7 et TT. 

Les hydrazinopeptides sont purifiEs par RP-HPLC sur une colonne 
25 preparative (diametre de 15 mm et longueur de 500 mm) avec une phase stationnaire 
C3 (Zorbax) sur une chaine HPLC Shimadzu 6A EquipEe d'une table tra£ante 
Kipp&Zonen et d'un collect eur de fraction Gilson. Les solvants d'Elution (solvants A 
et B) sont les suivants : 

- solvant A : eau desionisEe comprenant 0,05% de TFA, 

30 - solvant B : isopropanol a 40% dans de l'eau desionisEe comprenant 

0,05% de TFA (pour les peptides SIV4 et SIV5), ou n-propanol a 40% dans de l'eau 
desionisEe comprenant 0,05% de TFA (pour les autres peptides). 

Les hydrazinopeptides bruts sont mis en solution dans un mElange 
eau/acide acetique k hauteur de 10 a 20 mg/ml pour des quantitEs injectEes allant de 

35 40 a 80 mg, selon le peptide. Les gradients de purification varient en fonction des 
hydrazinopeptides injectEs ; 
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SIV1 : de 15 k 40% de tampon B en 25 minutes (4 ml/min, 50°C), 
SIV2 : de 15 k 30% de tampon B en 30 minutes (3 ml/min, 50°C), 
SIV3 : de 20 k 40% de tampon B en 20 minutes (3 ml/min, 50°C), 
SIV4 : de 20 a 50% de tampon B en 30 minutes (3 ml/min, 50°C), 
5 SIV5 : de 15 k 30% de tampon B en 1 5 minutes (3 ml/min, 50° C), 

SIV6 : de 30 a 60% de tampon B en 25 minutes (3 ml/min, 50°C), 
SF/7 : de 30 k 40% de tampon B en 30 minutes (3 ml/min, 50°C), 
TT : de 0 a 25% de tampon B en 25 minutes (3 ml/min, 50°C). 
La detection UV se fait a 225 nm, sauf dans le cas de SIV7 pour 
10 lequel la detection se fait a 280 nm. Les fractions r6coltees sont analysees par 
RP-HPLC (Chaine Shimadzu 10A) sur colonne C3 (Zorbax, diam&tre de 4,6 mm et 
longueur de 160 mm) avec un gradient lindaire de 0 a 100% du tampon B en 
30 minutes (detection & 215 nm, d6bit de 1 ml/min, 50°C). Les fractions contenant les 
hydrazinopeptides sont r6unies et lyophilisees. 
15 Le tableau I rassemble, pour les hydrazinopeptides SIV1 a SIV7 et 

TT, les masses de peptides bruts obtenues apres la synthese, les masses de peptides 
purifies obtenues apres purification par RP-HPLC, ainsi que le pourcentage de purete 
de ces peptides purifies. 

20 • Tableau I 





Peptide brut (mg) 


Peptide purifid (mg) 


Purete (%) . 


srvi 


284 


35 


100 


srv2 


251 


42 


93 


srv3 


365 


68 


90 


SIV4 


532 


141 


99 


SIV5 


661 


48 


93 


sr/6 


637 . 


148 


98 


SIV7 


776 


68 


82 


TT 


434 


120 


97 



• Analyse des hydrazinopeptides SIV1-7 et TT. 

Afin de confirmer leur identity les hydrazinopeptides purifies sont 
analyses par ES-MS k Paide d'un spectromdtre Micromass Quatro. Les poids 
25 moldculaires calculus (« calc. ») et observes (« obs. ») sont les suivants : SIV1 calc. 
3258.9, obs. 3257.5 ; SF/2 calc. 2969.35, obs. 2968 ; SIV3 calc. 3113.5, obs. 3111.5 ; 
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SIV4 calc. 3188.5, obs. 3187 ; SIV5 calc. 3453.7, obs. 3452.5 ; SIV6 calc. 3502.9, 
obs. 3501.5 ; SIV7 calc.4806.5, obs. 4804.5 ; TT calc. 2222.57, obs. 2220.5. 

Les hydrazinopeptides sont dgalement analyses par dlectrophorese 
capillaire (Applied Biosystems 270A-HT). Les conditions opdratoires sont les 
5 suivantes : 

- SIV4, SIV5 et SIV6 : tampon borate 50 mM, 30 kV, 10 minutes, 
200 nm, 45°C, injection pendant 1,5 secondes, . 

- pour les autres hydrazinopeptides : tampon acide citrique 20 mM, 
pH 2,1, 30 kV 5 10 minutes, 200 nm, 45°C, injection pendant 1,5 secondes. 

10 Les hydrazinopeptides sont soumis, en outre, a une analyse de la 

composition en acides aminds aprds hydro lyse acide totale avec de T acide 
chlorhydrique 6N, pendant 24 heures et k 1 10°C. Outre une troisieme confirmation de 
leur identity, cette analyse permet d'estimer le' pourcentage de peptide dans le 
lyophilisat. Les rdsultats de cette analyse sont les suivants : SIV1 : 91.9% ; SIV2 : 

15 78.2% ; SIV3 : 97.9% ; SIV4 : 100%; SIV5 : 92.7% ; SIV6 : 74.9% ; SIV7 : 95.1% ; 
TT ; 100%. 

3) Synthese des peptides Mu-IFNv. Mu-IFNy a, Mu-IFNy b, Mu- 
IFNy c et Mu-IFNy d. 
Les sequences prdsentes dans les peptides Mu-IFNy et Mu-IFNy c, 
20 d'une part, et Mu-IFNy a, d'autre part, correspondent respectivement aux 38 et aux 20 
acides aminds contigus de Fextrdmite C-terminale de Pinterferon-y (IFN-y) murin, 
comme ddcrit notamment dans la Demande internationale.PCT publide sous le numero 
WO 99/40113, et par K. THIAM et al. dans Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 1998, 253, 639-647 et dans Journal of Medicinal Chemistry, 1999, 
25 42, 3732-3736. Quant aux sequences prdsentes dans les peptides Mu-IFNy b et Mu- 
IFNy d, il s'agit de sequences « scramble » de celles prdsentes dans les peptides Mu- 
IFNy a et Mu-IFNy c, respectivement, c'est-a-dire de sdquences dans lesquelles 
l'ordre des acides amines a dtd disposd de fa9on k dviter toute parente sequentielle 
avec le peptide d'origine. Un tel peptide servira de contrdle dans les tests biologiques 
30 qui seront ddcrits ci-aprds. 

• Synthase de Thydrazinopeptide Mu-IFNy. 

L'hydrazinopeptide Mu-IFNy est prepare k l'aide de 0,25 mmole 
d'une rdsine Rink amide MBHA PS de charge 0,74 mmol/g (Applied Biosystems, 
Foster City, USA), selon la stratdgie Fmoc/tert-butyle (comme ddcrit ci-dessus pour la 
35 synthese des hydrazinopeptides SIV1 a SIV7 et TT) et line activation classique sur un 
synthdtiseur de peptides Applied Biosystems 430 A. En fm de synthese, une partie de 
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la peptidyl-r6sine (31,25 jxmoles) est modifiee k Pextremit6 N-terminale par un 
groupement Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH. Apres ddplacement des groupements Fmoc par 
une solution de pip&idine a 20% dans le DMF, Facide N,N'-tri(Boc)hydrazino- 
acetique (36,48 mg, 1,2 eq. par groupe amino) est introduit manuellement en utilisant 
5 P activation BOP in situ, comme decrit en 1) ci-dessus. 

La coupure et la deprotection de l'hydrazinopeptide Mu-IFNy est 
r6alis£e en presence d'un melange TFA/H 2 0/phenol/EDT/thioanisole (1 g de resine 
sfeche / 10,0 ml de TFA / 0,5 ml d'eau / 0,75 g de ph6nol / 0,25 ml d'EDT / 0,5 ml de 
thioanisole). Aprds precipitation dans un m61ange ether/heptane (1/1 en volume) et 

10 centrifugation, le peptide est repris dans un melange eau/acide antique (80/20 en 
volume), congete et lyophilis6. 

L'hydrazinopeptide Mu-IFNy est purifie par RP-HPLC sur une 
colonne preparative (diametre de 15 mm et longueur de 300 mm) avec une phase 
stationnaire C3 (Zorbax), comme d£crit pour la purification des hydrazinopeptides 

15 SV1 a SV7 et TT. Le debit dilution est de 3 ml/minute en utilisant un gradient de 25 
k 90% du solvant B (isopropanol a 40% dans de Peau desionis6e comprenant 0,05% 
de TFA) dans le solvant A (eau desionisee comprenant 0,05% de TFA). Apr£s 
lyophilisation, Phydrazinopeptide Mu-IFNy (16,1 mg, rendement de 8,5%) est stocke 
a -20°C. Son analyse ES-MS est la suivante : [M+H] + calcule 4846,6 ; trouve 4845,5. 

20 • Synthase des hydrazinopeptides Mu-IFNy a et Mu-IFNy b. 

On proc&de comme d6crit ci-dessus en rapport avec la synthese de 
l'hydrazinopeptide Mu-IFNy. Apres les Stapes de coupure et de deprotection, les 
peptides sont pr6cipit£s dans Pettier ethylique, centrifuges, repris dans un melange 
eau/acide ac&ique (90/10 en volume), congeles et lyophilis£s. On obtient 

25 respectivement 430 mg et 594,4 mg de peptides Mu-IFNy a et Mu-IFNy b sous forme 
brute. La purification des peptides s'effectue comme ddcrit ci-dessus pour le peptide 
Mu-IFNy, en utilisant un gradient de 0 a 50% du solvant B en 50 minutes. On obtient 
ainsi respectivement 61,4 mg et 104,2 mg de peptides Mu-IFNy a et Mu-IFNy b 
purifies. Mu-IFNy a: TOF-PDMS [M+H] + calculi 2659,22 ; trouv6 2660,9. 

30 Mu-IFNy b : ES-MS [M+H] + calculi 2658,22 ; trouve 2657,0. 

• Synthese des hydrazinopeptides Mu-IFNy c et Mu-IFNy d. 
Les hydrazinopeptides Mu-IFNy c et Mu-IFNy d sont prepares a 
Paide de 0,1 mmole d'une r6sine Fmoc-PAL-PEG-PS (Perseptive Biosystems), selon 
la strategie Fmoc/zfen^butyle (comme decrit ci-dessus pour la synthase des 

35 hydrazinopeptides SIV1 k SF/7 et TT) et une activation classique sur un synthetiseur 
de peptides Pioneer (Perseptive Biosystems). Les syntheses sont r6alisees en simple 
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couplage et un exces de 10 en acide amine par rapport k la charge th6orique de la 
peptidyl-resine. En fin de synthase, les peptidyl-r&ines sont modifies a Pextremit6 N- 
terminale par un residu Boc-L-Lys(Fmoc)-OH. Apres d^placement du groupe Fmoc 
par une solution de pipSridine k 20% dans le DMF, T acide N,N 3 -tri(Boc)hydrazino- 
5 ac6tique (390 mg, 10 Equivalents) est 6galement introduit automatiquement. Les 
etapes de coupure et de deprotection sont r6alis6es comme ddcrites ci-dessus pour la 
preparation du Mu-IFNy. purification des peptides Mu-IFNy c et Mu-IFNy d 
s'effectue comme decrit ci-dessus pour le peptide Mu-IFNy, en utilisant, 
respectivement, un gradient de 25 a 100% de tampon B en 75 minutes et de 20 k 100% 
10 de tampon B en 80 minutes. 

158 mg (26%) du peptide Mu-IFNy c sont ainsi obtenus apr£s lyophilisation, ES-M.S 
calcule 4772,6; trouvS 4771,5; m/z 1193,5 [M+4H] 4+ , 955,1 [M+5H] 5+ , 796,0 
[M+6H] 6+ , 682,2 [M+7H] 7+ . 

120 mg (20%) du peptide Mu-IFNy d sont ainsi obtenus apres lyophilisation. ES-MS 
15 calcule 4772,6; trouvS 4771,0; m/z 1193,7 [M+4H] 4 \ 955,3 [M+5H] 5+ , 796,2 
[M+6H] 6 *, 682,5 [M+7H] 7+ . 

4) Synthase du peptide OVA . 

L'hydrazinopeptide OVA est synthetisS en phase solide k 1'aide de 
0,10mmole d'une r6sine Fmoc-PAL-PEG-PS de charge 0,16 mmol/g (Perseptive 

20 Biosystems), en utilisant la chimie Fmoc/tert-butyle et une activation HBTU/HOBt, 
comme d£crit ci-dessus pour la synthese des hydrazinopeptides SI VI k SIV7 et TT, 
sur un synthetiseur de peptides Pioneer. En fin de synthese, la fonction cc-NHb de la 
lysine est traitee pendant 20 minutes en presence de piperidine a 20% dans le DMF, 
puis acetylde pendant 10 minutes en utilisant une solution d'anhydride ac6tique a 10% 

25 dans le CH2CI2. Le groupement protecteur Mtt de la fonction e-NH 2 de la lysine est 
deplace a Paide d'une solution de TFA k 1% dans le CH2O2. 13 cycles comprenant, k 
chaque fois, un traitemerit avec 20 ml de cette solution sont nScessaires. Finalement, la 
r6sine est lav6e deux fois, pendant 2 minutes, avec 20 ml de CH2CI2. 

L'acide N,N'-tri(Boc)hydrazinoacetique (47 mg, 0,12 mmole) est 

30 ensuite couple a la fonction s-NH^ de la lysine en utilisant une activation 
HBTU/HOBt/DIEA (1,12 mmole/0,12 mmole/0,24 mmole) pendant 60 minutes, 
comme decrit ci-dessus en rapport avec la synthase des hydrazinopeptides SIV1 a 
SIV7 et TT. Apres avoir lav6 et s6ch6 la peptidyl-r&sine, celle-ci est trait6e en 
pr&enc'e de TFA 95%/H 2 0 2,5%/TIS 2,5% (comme decrit ci-dessus pour la coupure 

35 et la deprotection des hydrazinopeptides SIV1 et SIV2) pendant 2heures a 
temperature ambiante. L'hydrazinopeptide est enfin pr6cipit6,. dissous dans un 
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melange eau/acide acetique, congeie puis lyophilise. 

L'hydrazinopeptide OVA ainsi obtenu sous forme brute est purifie 
sur une colonne C3 Zorbax. Le debit dilution est de 4 ml/minute en utilisant un 
gradient lin6aire de 0 a 20%, en 20 minutes, d'un melange eau desionisee/isopropanol 
5 (2/3) comprenant 0,05% de TFA dans un m61ange eau desionisee/TFA 0,05%. Apres 
lyophilisation, 74 mg (rendement de 30%) de l'hydrazinopeptide OVA sont obtenus. 
L' analyse du peptide OVA par ES-MS est la suivante : [M+H] + calculi 2016,1 ; 
trouve 2015,0. 

5) Synthase du peptide Gl 8R . 

10 La synthese est effectuee a l'aide d'un synthetiseur automatique 

Pioneer (Perseptive Biosystems) avec 0,2 mmole de resine Fmoc-PAL-PEG-PS, selon 
le protocole decrit ci-dessus en rapport avec la synthase des peptides SIV1-7 et TT. 
Les etapes de coupure et de deprotection sont effectu6es a l'aide d'un melange 
TFA/TrS/H 2 0/EDT (94%/l%/2 ,5%/2,5% en volumes). Aprfes precipitation dans 

15 Tether ethylique, on ob'tient 360 mg de peptide brut. Ce peptide est purifie sur une 

colonne C3 Zorbax, avec un debit dilution de 4 ml/minute en utilisant un gradient 

lin6aire de 0 a 30%, en 30 minutes, d'un melange eau desionis6e/isopropanol (40% en 

volume) comprenant 0,05% de TFA dans un melange eau desionisee/TFA 0,05%. 

Apres lyophilisation, 117mg de l'hydrazinopeptide G18R sont obtenus. Son analyse 

20 par TOF-PDMS est la suivante : [M+H] + calcuie 1 883 ,2 ; trouve 1881,1. 

EXEMPLE 2 : Synthese d'arbre de lysine tStraquinoyle porteur d'un 
groupement hydrazino, conforme a la formule g£n£rale (II) 
[(Qui) 4 AKHdz] 

L'arbre (Qui) 4 AKHdz est prepare a une echelle de 0,125 mmole k 
25 partir d'une resine Rink amide Nleu AM-PS de charge 0,75 mmole/g selon la strategie 
FmocZ/ten^-butyle (comme decrit ci-dessus pour la synthese des hydrazinopeptides Mu- 
IFNy). La synthese est realisee manuellement en utilisant un exces de 4 en acide 
amine par rapport aux groupements amines reactives presentes sur le support solide et 
une activation HBTU/HOBt/DIEA 4/4/8 equivalents (M. SCHNOLZER etaJ, y Lit J. 
30 Pept Protein Res., 1992, 40, 180), en utilisant le DMF comme solvant. Le Fmoc-p- 
Ala-OH est d'abord couple k la resine suivi du premier residu lysine sous la forme du 
compose Fmoc-L-Lys(Mtt)-OH. Le groupement 4-methyltrityl (Mtt) est eiimine par 
traitement avec une solution k 1% d'acide trifluoroacetique dans le dichloromethane 
comme decrit dans L. BOUREL eta/., J. Peptide Sci, 2000, 6, 264). L'acide N,N'- 
35 tri(Boc)hydrazinoacetique est ensuite couple a la fonction amine de la chaine laterale 
(en utilisant un exces de 1,2 equivalent par fonction amine reactive) apres pre- 
activation k l'aide d'un melange HBTU/HOBt/DIEA 1,2/1,2/2,4 dans le DMF. 
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L' Elaboration de l'arbre est poursuivi en couplant une puis deux lysines sous la forme 
de leurs dErivEs Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH. Les deux Etapes de couplage sont suivies 
chacune d'une Etape de "capping" (c'est-a-dire du blocage des Eventuelles fonctions 
amines n'ayant pas reagi), par traitement de la peptidyl-resine avec un melange 
5 AC2O/DDEA/CH2CI2 (10/5/85) pendant 5 minutes. Apres elimination des groupements 
Fmoc par traitement avec une solution k 20% de pipEridine dans le DMF pendant 20 
minutes, la peptidyl-resine est mise en reaction avec l'acide (lSn,3R,4sn,5R)-l, 3,4,5- 
tEtra-acEtoxycyclohexane-l-carboxylique (2 equivalents par rapport aux fonctions 
amines reactives) activE in s/tupax un melange PyB OP/DDE A (2 et 4 Equivalents par 

10 rapport aux fonctions amines rEactives, respectivement) dans du DMF. Le couplage 
est renouvelE en utilisant les memes rEactifs dans une proportion 1/1/2 equivalents par 
rapport aux fonctions amines reactives initiales. La rEsine est ensuite lavEe par du 
dichloromethane (3x2 minutes) puis d' Ether Ethylique (2x1 minute) puis sechee. 

La peptidyl-resine est ensuite traitEe par un mElange TFA/TIS/H 2 0 

15 (95/2,5/2,5) (6 ml) pendant 1 heure 30 k tempErature ambiante. Le brut de clivage est 
prEcipite apres filtration dans un mElange refroidi d'Ether Ethylique/heptane (1 :1) (60 
ml). AprEs centrifugation, le brut est dissous dans un melange ACOH/H2O, congelE 
puis lyophilisE. 

Le residu est repris par une solution aqueuse d'acide acEtique a 25% 
20 puis purifiE par RP-HPLC semi-prEparative sur un systEme Shimadzu LC-4A, en 
utilisant une colonne Hypersil hyperprep C-18 (300 A, 8 |im, 10 x 260 mm), a un 
dEbit de 3 ml.min" 1 , a 50°C et une dEtection a 215 nm : solvant systeme A : 0.05% 
TFA dans de Teau dEsionisEe ; solvant systEme B : 0.05% TFA dans de Tisopropanol 
k 40% dans de l'eau dEsionisEe (gradient : de 0 a 30% de tampon B en 30 minutes, 
25 puis de 30 a 40% de tampon B en 20 minutes et de 40 h 50% en 50 minutes). Les 
fractions contenant l'arbre tEtra-quinoylE sont rEunies, congelEes puis lyophilisEs. Une 
partie du rEsidu (54 mg) est reprise dans un mElange d'hydrazine k 10% dans de Feau 
(4 ml), pendant 1 heure k tempErature ambiante pour permettre la dEprotection des 
fonctions alcools des rEsidus quinoyles. Le milieu rEactionnel est ensuite directement 
30 purifie dans les conditions dEcrites prEcEdemment (gradient : de 0 a 20% de tampon 
B en 40 minutes), pour fournir 15 mg (40%) de l'arbre tEtra-quinoylE sous forme de 
poudre apres lyophilisation. ES-MS : m/z [M+H] + calcule 1369,7 ; trouvE 1369,8 ; 
[M+Na] + calculE 1391,8 ; trouve 1391,7. 



WO 02/20558 



PCT/FR01/02787 



10 



15 




(Qui)4AKHd2 



20 



EXEMPLE 3 : Synthese de peptides fonctionnalisSs par un groupement d6riv6 
d'hydrazine de formule-CO-CHR , -NH-NH 2) ou R' H. 

Les peptides H 2 N-KVGFFKR-NH 2 (R' = 4-aminobutyle) et H 2 N- 

25 VKYAL-NH 2 (R' = isopropyle) sont synthetises en phase solide sur une resine Rink 

amide AM-PS 1%DVD (0,70 mmole/g, 100-200 mesh, Senn Chemicals AG) en 

utilisant la chimie Fmoc//te^butyle, telle que decrite dans FEXEMPLE 1, §2, k 

l'Schelle de 0,25 mmole. Les syntheses sont realisees sur un synthdtiseur automatique 

Applied Biosystems 431 A, en simple couplage. 

30 Apres avoir compl6t6 les sequences peptidiques, les fonctions 

amines N a de la lysine et de la valine sont dSprotegees en utilisant une solution de 

piperidine a 20% dans du NMP. Les peptidyl-resines sont ensuite transformees en 

derives d'hydrazines selon une reaction de lamination 61ectrophile en phase solide, 

utilisant la i\£Boc-3-(4-cyanoph6nyl)oxaziridine (BCPO), telle que decrite dans la 

35 literature ( D. BONNET etaJ., J. Peptide Res., 1999, 54, 270 et O. MELNYK etal, J. 

Peptide Res,, 1998, 52, 180). 

Brievement, les peptidyl-resines sont mises en reaction avec 60 mg 

(0,244 mmole) de BCPO en solution dans CH 2 C1 2 (6 ml) pendant 3 heures. Apres 

lavage par CH 2 C1 2 puis DMF, les r^sines sont traitees par 50 mg (0,25 mmole) de N- 

40 benzyl hydrazine sous sa forme chlorhydrate en solution dans DMF/AcOH/H 2 0 
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(8,5/1/0,5) (5 ml) (3 x 10 minutes). Apres lavage par DMF puis CH 2 C1 2 , les peptidyl- 
resines sont neutralises par une solution de DIEA k 5% dans CH2CI2 (2x2 minutes), 
et finalement lav6es par CH2CI2. Cette s6rie d'op&rations est r6p6t6e 10 fois. 

Les hydrazinopeptides sont d6prot£g6s et clives de la resine par un 
5 traitement avec 10 ml d'un melange TFA/H 2 0/thioanisole/TIS (94/2,5/2,5/1) pendant 
lh30. La resine est filtrde sur fritte et les peptides sont pr6cipites dans 100 ml d'un 
melange refroidi d'6ther ethylique/pentane (1/1). Les residus sont centrifuges, 
lyophilisds pour fournir 149 et 133 mg de brut, respectivement, puis purifids par RP- 
HPLC semi-preparative sur un systeme Shimadzu LC-4A, en utilisant une colonne 
10 Hypersil hyperprep C-18 (300 A, 8 Jim, 10 x 260 mm), k un debit de 3 ml.min" 1 , a 
50°C et une detection k 215 nra : solvant systeme A : 0,05% TFA dans de l'eau 
d^sionisee ; solvant systeme B : 0,05% TFA dans de Pisopropanol a 40% dans de 
Peau desionis6e. 

123 mg (36%) du compose H 2 N-KVGFFKR-NH 2 sont obtenus apres 

purification (gradient : de 0 a 70% de tampon B en 70 minutes) suivi de la 

lyophilisation. TOF-PDMS : /z^[M+H] + calculd 895,9 ; trouve 895,5. 

27,8 mg (13,3%) du compose H 2 N-VKYAL-NH 2 sont obtenus apr&s 

purification (gradient : de 0 & 40% de tampon B en 200 minutes) suivi de la 

lyophilisation. TOF-PDMS : /zz^[M+H] + calcule 607,8 ; trouve 607,5. 

EXEMPLE 4 : Synthase des vecteurs lipophiles (Ilia), (Illb) (Hie) et (TVa) 
conformes k ^invention. 

Les vecteurs lipophiles (Ilia) et (nib), representes ci-apres, 
rdpondent a la formule generate (III) conforme a l'invention, dans laquelle L 
represent e respectivement une chaine carbonee de formule CH3-(CH 2 )i4- ou de 
formule CH 3 -(CH 2 )7-CH=CH-(CH2)7-. 



CH 3 (CH2)i4 — CONH 




(Ela) 
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CH 3 (CH 2 ) 7 — CH=CH— (CH 2 ) 7 CONH' 



(nib) 




Cine) 



10 Le vecteur lipophile (IVa), represente ci-apres, repond k la fonnule 

gen&rale (IV) conforme k l'invention, dans laquelle L represente une chaine carbonSe 
de formule CH 3 -(CH 2 )i4-. 



15 



20 




(IVa) 



CH 3 (CH 2 )i4 

CH 3 (CH 2 )i4 

1) Svnthese du vecteur lipophile (Ula) ( figure IV 
• Synthese du compose 2 

Dans un ballon de 500 ml, 10 g (66,6 mmoles) d'acide tartrique I 
sont dissous dans 200 ml d'6thanol absolu, en presence de 1% en masse de resine 
Amberlyst 15. Le ballon est muni d'un montage soxhlet contenant du tamis 
moteculaire active 4 A. L'ethanol est -ports k reflux durant 48h. Le milieu reactionnel 
est ensuite filtre sur verre fritte n°4 pour eliminer la resine. Le filtrat est concentre 
sous pression r^duite et conduit k une huile jaune-clair. Le residu 2 est sech6 une nuit 
sur P 2 0 5 et utilis6 sans autre forme de purification (m = 13,46 g, rendement = 98,0 %). 
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L'analyse du compos6 2, represent^ ci-dessous, par chromatographie 
sur couche mince donne un indice de migration Rf = 0,76 dans l'61uant 
CH 2 Cl 2 /MeOH/H 2 0/AcOH (90/10/0,1/0,05). 

RAIN *H (CDCI3): 1,33 (t, 6H, H 5 , 5 >, J 5 -4=7,2 Hz), 3,28 (s, 2H, H u 0, 
4,33 (q, 4H, EU.4', J4-5=7,l Hz), 4,54 (s, 2H, H^). RMN 13 C : 14,14 (C 5 , 5 '), 62,48 
(CV). 72,08 (C 2 , 2 0 a 171,62 (C 3 , 3 .). 




CH3CH2O 
5 4 

• Synthase du compose 3 

10 13,46 mg (65,26 mmoles) du compose 2 sont dissous dans 155 ml 

d'ethanol absolu et ajoutes goutte & goutte a 56 ml (665,26 mmoles) de 1,3-diamino- 
propane. Le milieu reactionnel est ensuite agit6 3h a temperature ambiante. L'exces de 
1,3-diaminopropane est alors elimine par evaporation sous pression rSduite et 
entralnement az6otropique en presence d'6thanol (3 x 200 ml). L'huile jaune obtenue 

15 est s6ch6e sur P 2 Os pendant une nuit, puis reprise dans un melange ethanol/toluene 
(1/1) et concentree sous pression r6duite (3 x'200 ml). Un compose jaune, sous une 
forme pateuse, est ainsi obtenu. Ce compose est precipitd dans 50 ml d'un melange 
6ther ethylique/6thanol (5/1), puis filtre, et le pr£cipit6 blanchatre est agit6 pendant 
lh30 a 0°C en presence d'etlier £thylique. II est alors filtre sur fritt6 et lav£ 2 fois avec 

20 le minimum d'6ther Sthylique k froid. Le solide r6siduel 3 est s6ch6 pendant une nuit 
sur P 2 O s (m =13,92 g, rendement = 81,3%). 

L'analyse du compose 3, repr6sent6 ci-dessous, est la suivante : Rf = 
0,34 dans THF/AcOH/H 2 0/AcO"NH4 + (35/20/10/1% massique). RMN ! H (DMSO- 
d6): 1,48 (q, 4H, H 6 et 6>, J6-5.6.7 et 6'-5\6',7'=6,65 Hz), 2,5 1 (m, 4H, H7-7O, 3,14 et 3,16 (t, 

25 4H, H 5 et 5-, Js-6 et s--6'=6,3 Hz), 4,19 (s, 2H, H 2r2 >), 7,75 (t, 2H, H^, J^- 5,97 Hz). 
RMN I3 C : 33,51 (C 6 , 6 0, 36,98 (C 7 , 7 0, 40,06 (C 5 , 5 0 s 73,43 (C 2 , r ), 172,87 (C 5 ,s0. 
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8 H 2 N NH 2 8' 



• Synthese du compost (Dla) 

996,9 mg (3,8 mmoles) du compost 3 sont dissous dans 15 ml d'eau. 



5 Le pH de la solution, egal k 8,5, est ramene a 3,25 a 1'aide de 1,46 g d'acide citrique. 
1,06 g (4,9 mmoles) de NaIC>4 solide sont alors ajoutes en quatre fois, pendant 
5 minutes, au milieu r£actionnel maintenu k temperature ambiante a l'aide d'un bain 
d'eau. Apr&s 10 minutes d'agitation, 570 mg d'acide tartrique (3,8 mmoles) sont 
ajoutes pour neutralise* l'exces de NaI04 n'ayant pas r6agi. Apres 10 minutes 

10 d f agitation a temperature ambiante, le pH est ajuste a 8,6 avec 24 ml de N-m6thyl- 
morpholine. Le milieu reactionnel est dilue avec 70 ml de 2-methyl-propan-2-ol et 
20 ml d'eau. 2,16 g (1,6 eq.) de palmitoate de succinimidyle sont alors ajoutes a la 
solution qui est agitee une nuit a temperature ambiante. Le pH est ensuite ajuste a 3,5 
avec 7,11 g d'acide citrique. Le milieu est diluS avec 40 ml d'une solution saturee en 

15 NaCl et extrait avec 140 ml de dichlorom&hane, puis 100 ml de chloroforme. La 
phase organique est lav^e avec deux fois 100 ml d'une solution saturee en KH2PO4, 
deux fois 100 ml d'une solution saturee en NaCl, puis sechee sur Na 2 SC>4 5 filtr6e et 
concentrSe sous pression reduite. Le compose solide r6siduel est purifte sur silice en 
utilisant comme eluant un melange CH 2 Cl 2 /AcOEiyEtOH (70/22/5). 951,4 mg du 

20 vecteur lipophile (Ilia), soit un rendement de 42,3%, sont ainsi obtenus. 



d'hydrate, est la suivante : RMN ! H (DMSO-d6): 0,87 (t, 3H, Hi, Ji,2=5,31 Hz), 1,25 
(m, 24H, H 2 ), 1,83 (m, 4H, H 3 , H 8 ), 2,39 (m, 2H, H4), 3,57 (m, 4H, H 7 , H 9 ) s 4,41 (s 5 
2H, Hi4,i5), 5,50 (m, 1H, Hi 2 ). RMN 13 C : 14,31 (Q), 22,96 (C 2 ), 26,35 (C g ), 29,99 
25 (C 3 ), 36,79 (C 4 ), 37,14 (C 7 ), 92,18 (C 12 ), 173,42 (C 5 ), 175,22 (Cn). ES-MS : [M+H] + 
calcul6 387,5 ; trouve 387,2. 



L'analyse du compose (Ilia), represents ci-dessous sous sa forme 




30 
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2) Svnthese du vecteur lipophile (TUb) ( figure Ij . 

De l'acide oleique active sous forme d'ester- de N-hydroxy- 
succinimide est tout d'abord prepare a partir de 859 mg (3,0 mmoles) d'acide oleique, 
353 mg (3,0 rnmoles) de N-hydroxysuccinimide et 370 /il (2,3 mmoles) de 
5 diisopropylcarbo-diimide, qui sont dissous dans 30 ml d'un melange THF/CH2CI2 
(1/1). Apres une nuit k 4°C, le milieu est concentre sous pression reduite et utilise sans 
autre forme de purification pour la suite de la synthase. 

On proc&de ensuite de la meme fac^on que pour l'obtention du 
vecteur lipophile (Ilia), telle que decrite ci-dessus : 500 mg (1,9 mmoles) du compose 

10 3, prepare comme indique pr6c6demment, sont dissous dans 10 ml d'eau. Le.pH de la 
solution, 6gal a 8.5, est ajuste k 3,5 avec 667 mg d'acide citrique. 530 mg 
(2,4 mmoles) de NaIC>4 solide sont ajoutes en quatre fois, pendant 5 minutes, le milieu 
etant maintenu a temperature ambiante a l'aide d'un bain d ! eau. Apres 10 minutes 
d'agitation, 286 mg d'acide tartrique (1,9 mmoles) sont ajoutes pour neutraliser l'exces 

15 de NaIC>4. Apres 10 minutes d'agitation, le pH est ajuste a 8.6 avec 12 ml de 
N-methylmorpholine. Le milieu est dilue avec 35 ml de 2-methyl-propan-2-ol et 20 ml 
d'eau. L'acide oleique active sous forme d' ester de N-hydroxysuccinimide est dissous 
dans 50 ml de 2-methyl-propan-2-ol et ajoute a la solution. Aprfes une nuit d'agitation, 
le pH du milieu est ajuste k 3,5 avec 15 g d'acide citrique et dilue avec 20 ml d'une 

20 solution saturee en NaCl. Le melange est extrait avec 70 ml de CH2CI2. La phase 
organique est lav6e deux fois avec 50 ml de solution saturee en KH2PO4, puis deux 
fois avec 50 ml d'une solution saturee en NaCl, sech£e surNa2S04 et concentree sous 
pression reduite. Le solide residuel est purifi6 sur silice en utilisant comme eiuant un 
melange CH 2 Cl 2 /AcOEt/EtOH (70/22/5). 336,3 mg du vecteur lipophile (mb), soit un 

25 rendement de 27%, sont ainsi obtenus. 

3) Synthase du vecteur lipophile CSEc) (figure IV 

La synthese est realis^e a partir du A^cholesterylcarbonyloxy- 
succinimide comme d6crit pour la preparation du vecteur lipophile (Ilia) ci-dessus. 
50,3 mg (0,1905 mmole) du compost 3, prepare comme indique precedemment, sont 

30 dissous dans 2 ml d'eau. Le pH de la solution egal a 1 1,05, est ajuste k 3,08 avec 126 
mg d'acide citrique. 53,6 mg (0,248 mmole) de NaIC>4 solide sont ajoutes en quatre 
fois sur 5 minutes, le milieu etant maintenu k temperature ambiante a l'aide d'un bain 
d'eau froide. Apres 10 minutes d'agitation, 24 mg d'acide tartrique (0,19 mmole) sont 
ajoutes pour neutraliser l'exces de NaIC>4. Apr£s 10 minutes d'agitation, le pH est 

35 ensuite ajuste k 8,51 avec 2,4 ml de A^methylmorpholine. Le milieu est dilue avec 10 
ml de 2-methyl-propan-2-ol. 161,1 mg (0,305 mmole) de A^cholesterylcarbonyloxy- 
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succinimide est ajoute sous forme solide k la solution. Apr£s lh d'agitation a 
temperature ambiante puis 2h k 60°C, 10 ml de CH2CI2 sont ajoutes pour dissoudre 
totalement le A^cholesteiylcarbonyloxy-succinimide. Aprds 1 heure d'agitation a 
temperature ambiante, le pH de la phase aqueuse est ajuste k 3,8 avec 1,8 g I'acide 
5 citrique. Le melange est extrait avec 15 ml de CH2CI2. La phase organique est lav6e 
deux fois avec 30 ml de solution saturee en KH2PO4 puis avec 30 ml d'une solution 
saturee en NaCl (avec ajout de 15 ml d' ether ethylique pour permettre la separation 
des phases). La phase organique est ensuite sechee sur Na2SC>4 et concentree sous 
pression reduite. Le solide residuel est purifie sur gel de silice en utilisant comme 

10 eiuant un melange CHCl 3 /AcOH (95/5) pour fournir 53,4 mg du vecteur lipophile 
(IIIc), soitunrendement de 32,2 %. 

4) Svnthese du vecteur lipophile (TV a) ffigure 2\ 
1 g (3,8 mmoles) du compose 3, dont la synthase a ete decrite 
prec6demment, est dissous dans 10 ml d'eau. Le pH est ajuste a 3,25 avec de I'acide 

15 citrique (1,8 g). 1,06 g (4,95 mmoles) deNalCU sont alors ajoutes en 4 fois au milieu 
reactionnel maintenu k temperature ambiante a Paide d'un bain d'eau. Une fois 
Paddition terminee, le melange est agite pendant 10 minutes. L'avancement de la 
reaction est suivi par chromatographie sur couche mince en utilisant Peiuant THF/ 
AcOH/H 2 0/AcO"NH4 + (35/20/10/1% massique). 

20 L'exc^s de NaIC>4 est consomme par ajout de 3 eq. d'acide tartrique, 

Aprfes 5 minutes d* agitation k temperature ambiante, le pH du milieu reactionnel est 
ajuste k 8,55 par ajout de 7 g de tris(hydroxymethyl)aminomethane. 70 ml de tert- 
butanol sont ajoutes, ainsi que 1,21 g (3,4 mmoles) de palmitoate de succinimidyle 
solide. Le melange est agite fortement dvirant 1 nuit, dilue avec 50 ml d'eau saturee en 

25 KH2PO4, puis extrait deux fois avec un melange GH 2 Cl 2 /tert-butanol (100 ml/50 ml). 
La phase organique est lavee deux fois avec une solution saturee en NaCl puis sechee 
sur MgSCU et concentree sous pression reduite. Le solide jaune p£teux residuel est 
dissous dans de methanol et la solution est concentree sous pression reduite. 
L'operation est realisee deux fois afin d'eiiminer le tert-butanol residuel. On obtient le 

30 compose 4j qui correspond au vecteur lipophile (TVa) sous forme reduite, sous la 
forme d'un solide blanc, en melange avec le vecteur lipophile (Ilia). 

La purification de 301,4 mg de ce solide par chromatographie sur 
silice avec un melange CH 2 Cl 2 /AcOEt/EtOH (70/20/10) permet d'obtenir 157,7 mg 
(rendement = 52,2%) du compose 4 et 37,6 mg (rendement = 13,2%) du vecteur 

35 lipophile (Ilia). 

L' analyse du compose 4, represente ci-dessous, est la suivante : 



WO 02/20558 



PCT/FR01/02787 



32 

RMN 'H (pyridine-d5): 0,86 (t, 6H, H u ., J=6,30 Hz), 1,25 (m, 48H, H 2 , 2 -), 1,83 (m, 
8H, H 3> 3-,8.8-), 2,37 (t, 2H, H4, J=7,20 Hz), 2,40 (t, 2H, Hv, J=7,20 Hz), 3,60 (m, 8H, 
C 7> 7',9,9'), 3,99 (s, 2H, H 15 ), 4,07 (s, 2H, H, 3 ), 4,08 (d, 1H, H I3 s J I3M3 "=8,70 Hz), 4,48 
(d, 1H, H l3 .., Jj 3 -.., 3 .=8,70 Hz), 5,40 (s, lH, H l2 ), 5,50 (s, lH, Hj 2 .), 6,80 (t, 1H, H, 6 , 
5 J=5,10 Hz), 8,50 et 8,55 (t, 2H, H 6>6 ', Je-7 ou 6'-7-=5,72 Hz), 8,89 et 9,07 (t, 2H, Hio.io-, 
J10-9 o« io--9'=6,16 Hz). RMN 13 C : 15,60 (C,,,.), 24,25 (C 2 ,r), 27,58 (C 3>3 .)> 31,15 
(C M 0, 37,54 (C4.4-). 38,02 (C,™-), 65,29 (C 15 ), 74,00 (C 13 ), 75,5 (C I3 .), 76,18 
(C 13 -0, 93,70 et 94,90 (Ci 2 ou Cw), 171,45 (C 5>5 0, 175, 29 (Cn.nO- ES-MS : [M+Hf 
calcule 823,2 ; trouve 822,7. 

10 

O O 13" 

Le compose 4 est ensuite oxyde afin d'obtenir le vecteur lipophile 
(IVa) : 40 mg (48,6 (imoles) du compose 4 sont dissous dans 750 j-il de CH 2 C1 2 et 

15 ajoutes a 61,8 mg (145,8 nmoles) de Dess-Martin periodinane (c 5 est-a-dire le compose 
l,l,l-triac6toxy-l a l-dihydro-l,2-benziodexol-3(lH)-one, tel que d6crit dans J. Org. 
Chem., 1983, 48, 4156 et dans J. Am. Chem: Soc, 1991, 111, 7277) dissous dans 
1,5 ml de CH2CI2. Le melange est agit£ 18h k temperature ambiante. Le milieu 
reactionnel est ensuite dilu6 avec 10 ml de CH 2 C1 2 , 10 ml d'ether Sthylique et 10 ml 

20 d'une solution saturde de NaHCC>3. 46,1 mg de Na 2 S 2 04 sont ensuite ajout^s a la 
solution, Apr6s 5 minutes d 9 agitation, 5 ml d' ether 6thylique et 5 ml de CH 2 C1 2 sont 
ajoutes et les deux phases sont sSpardes. La phase organique est lav6e deux fois avec 
15 ml d'une solution satur6e en NaHC03, s6ch6e sur MgS04, filtrSe et concentre 
sous pression reduite. L'huile jaune r£siduelle est purifiee par chromatographic sur 

25 silice en utilisant un melange CH 2 Cl 2 /AcOEt/EtOH/Et 3 N (70/20/15/0,5%). 23 mg 
(57,7 %) du vecteur lipophile (IVa) sont ainsi obtenus. 

U analyse du vecteur lipophile (IVa), represents ci-dessous, est la 
suivante : RMN *H (pyridine-d5): 0,87 (t, 6H, H u » s J=6,30 Hz), 1,26 (m, 48H, H 2 ,r)> 
1,83 (m, 8H, H 3 ,3',8,8\), 2,39 (m, 4H, H^X 3,60 (m, 8H, C 7 , 7 >,9,90> 4,21 (m, 4H, Hi 3 , 13 .), 

30 5,60 (m, 2H, Hi 2 ,i 2 >), 8,46 (m, 2H, H 6 ,6\> 5 9,02 (m, 2H, Hio,i<r)- RMN 13 C : 14,30 
(C u -). 22,95 (C 2 , 2 0, 26,32 (C 3 , 3 0, 29,86 (C 8 , 8 0, 36,75 (C 4 , 4 0, 36,75 {C 1>T ^\ 73,5 
(Ci3,i 3 0, 93,5 (Ci 2 ,i 2 0, 166,9 (C 5 , 5 0, 170,7 (Cn.nO- ES-MS : [M+Hf calculi 821,2 ; 
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trouve 820,6. 




EXEMPLE 5 : Autre protocole de synthese du vecteur lipophile (Ilia) (figure 2). 

5 En variante des protocoles ddcrits dans l'exemple 2, le vecteur 

lipophile (Ilia) conforme a Tinvention peut etre synthetis6 k partif du vecteur lipophile 
(IVa) sous forme reduite (c'est-d-dire le compost 4), selon le protocole suivant. 

245,0 mg du melange du vecteur lipophile (Ilia) avec le compose 4, 
obtenu dans l'exemple 2 avant purification, sont dissous dans un melange tert- 

10 butanol/H 2 0/TFA 10% dans l'eau (15 ml/10 ml/1 ml). Le melange est agite une nuit a 
temperature ambiante, puis dilue avec une solution saturee en NaCl (15 ml). Le milieu 
reactionnel est ensuite extrait deux fois avec un melange CH2Cl2/tert-butanol 
(20 ml/20 ml). La phase organique est lav6e 2 fois avec 15 ml d'une solution saturee 
en NaCl, filtree et concentre sous pression reduite. Le solide blanc (Ilia) ainsi obtenu 

15 est purifid par chromatographie sur silice dans les conditions decrites dans l'exemple 2 
en rapport avec Tobtention du vecteur lipophile de formule (Ma). On obtient 
136,2 mg du compose (Ufa), soit un rendement de 56,2%. 

EXEMPLE 6 : Autre protocole de synthase du vecteur lipophile (TVa) (figure 2). 

En variante du protocole decrit dans l'exemple 2, il est possible 

20 d'obtenir le compose 4, c'est-a-dire le vecteur lipophile (IVa) sous forme reduite, k 
partir du vecteur lipophile (Ilia), selon le protocole suivant : 

une solution k 242,3 mg/ml de tris(hydroxym6thyl)«aminom^thane 
dans Peau est pr£par£e puis ajustde a pH 8,5 avec de Tacide chlorhydrique concentre. 
Cette solution est ensuite saturee en NaCl, puis filtree. 20,25 mg (55,0 juimoles) de 

25 vecteur lipophile (Ilia) dissous dans 600 jj.1 de 2-methyl-propan-2-ol sont ajoutes k 
600 (j,l de la solution pr6cedemment pr6paree. Le milieu reactionnel est agite k 
temperature ambiante pendant 4 heures, dilue avec 2 ml d'eau et le produit est extrait 
avec 2 ml d'une solution CH 2 Cl 2 /2-methyl-propan-2-ol (1/1). La phase organique est 
lavee deux fois avec 1 ml d'une solution satur6e en KH2PO4, puis sechee sur Na 2 S04, 

30 filtree et concentree sous pression reduite. 20,14 mg (54,7 jimoles) de vecteur 
lipophile (Ufa) dissous dans 2 ml de 2-methyl-propan-2-ol sont ajoutes au residu 
solide obtenu precedemment. Apr£s 13 h d'agitation k 30°C, le milieu reactionnel est 
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dilud avec 4 ml de CH2CI2. La phase organique est lavee avec 2 ml d'une solution 
satur6e en NaCl, s6ch6e sur Na2S04, filtre et concentre sous pression reduite. Le 
r6sidu solide est purifid sur colonne de silice en utilisant comme eluant le melange 
CH 2 Cl 2 /AcOEt/EtOH (70/22/12) pour conduire a 23,1 mg de compost 4, soit un 
5 rendement de 51%). Ce dernier est ensuite oxyd6, comme decrit dans l'exemple 2, 
pour conduire au vecteur lipophile (F/a). 

EXEMPLE 7 : Synthese du vecteur lipophile (IVb) (figure 3) 

En variante du protocole de synthese du vecteur lipophile (TVa), il 
est possible d'obtenir le compost 6, c*est-&-dire le vecteur lipophile (IVb) sous forme 

10 reduite, a partir des yecteurs lipophiles (Ela) et (IIIb), selon le protocole suivant : 

une solution k 242,3 mg/ml (2 mol/1) de tris(hydroxymethyl)- 
aminomethane dans l'eau est prepare puis ajuste a pH 8,5 avec de l'acide 
chlorhydrique concentr6. Cette solution est ensuite saturde en NaCl puis filtr£e. 99,9 
mg (270 mmole) du vecteur lipophile (Ilia) dissous dans 3 ml de 2-m6thyl-propan-2- 

15 ol sont ajout6s & 3 ml de la solution pr6par6e pr6c6demment. Le milieu rSactionnel est 
agit£ a temperature ambiante pendant 6 heures, dilu6 avec 5 ml d'eau et le produit est 
extrait avec 5 ml d'une solution de CH 2 Cl2/2-m6thyl-propan-2-ol (1/1). La phase 
organique est lav£e deux fois avec 2 ml d'une solution saturee de KH2PO4, puis 
s6ch6e sur Na 2 S04, filtrfe et concentrde sous pression rdduite pour conduire a 

20 Poxazolidine palmitoylde 5, sous la forme d'un r6sidu solide. 

99,2 mg (270 mmole) de vecteur lipophile (HTb) dissous dans 10 ml 
de 2-m6thyl-propan-2-ol sont ensuite ajoutes a Pinterm6diaire 5, obtenu 
precedemment. Apres 20 heures d'agitation a 30°C, le milieu r^actionnel est dilue 
avec 20 ml de CH2C1 2 . La phase organique est lav6e avec 10 ml de solution saturde en 

25' NaCl, s6ch6e sur Na 2 SC>4, filtree et concentree sous pression reduite. Le r6sidu solide 
est purifid sur gel de silice en utilisant le melange CH 2 Cl 2 /AcOEt/EtOH (70/22/12) 
pour obtenir 133 mg de compose 6, soit un rendement de 53 %. 

Caracterisation de Poxazolidine 5 : l H RMN (300 MHz, CDCI3) : 5 
(ppm) : 0,75 (t, 3 H, fa = 6,7 Hz, HI), 1,25 (m, 24 H, H2), 1,80 (m, 4 H, H3 et H8), 

30 2,33 (t, 2 H, JU = 7,49 Hz, H4), 3,53 (m, 4 H, H7 et H9), 4,04 (s, 2 H, H13), 4,20 (s, 4 
H, H15 et HIS'), 4,23 (s, 1 H, HI 7), 5,41 (s, 1 H, H12), 8,39 (t, 1 H, J 6 . 7 - 5,7 Hz, 
H6), 8,99 (t, 1 H, J 10 . 9 = 5,9 Hz, H10) ; 13 C (300 MHz, CDC1 3 ) : 5 (ppm) : 14,8 (CI), 
26,8 (C3), 30,9 (C8), 23,4, 30,3 et 37,6 (C2), 37,2 (C4,7,9), 63,9 et 70,8 (CI 5 et 
C15'), 64,4 (C13), 68,8 (C14), 90,9 (C12), 171,4 (C5), 174,1 (Cll) ; MALDI-TOF- 

35 MS ; [M+H+] calcule 471,7; trouve 471,2. 
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CaractErisation de la bis-oxazolidine 6 : RMN L H : 5 (ppm) 0,84 (m, 
6 H, HI et HP) ; 1,23 (m, 42 H, H2 et H2') ; 1,78 (m 9 8 H, H3, H3',H8 et H8') ; 2,05 
(m, 4 H, HI 7 et H17') ; 2,34 (m, 4 H, H4 et H4') ; 3,50 (m, 8 H, H7, H7\H9 et H9') ; 
3,95 (s, 2 H, H15) ; 4,03 (s, 2 H, H13) ; 4,05 (d, 1 H, H13\ S X r-iy> = 8,9 Hz) ; 4,45 (d, 
1 H, Hi 3 ", ^3».i3-= 8,8 Hz) ; 5,36 (m, 2 H, H18 et H18 5 ) ; 5,37 et 5,45 (s, 2 H, H12 et 
H12') ; 8,35 et 8,45 (t, 2 H, S 6 -i - 5,7 et f^v - 5 3 9 Hz H6 et H6') ; 8,78 et 9,0 (t, 2 H, 
^0-9 = 6,1 et 4o--9* = 6,0 Hz, H10 et H10') ; RMN C 13 : 5 (ppm) 14,4 (CI et CV) ; 23,1 
, 29,8 et 32,3 (C2 et C2') ; 29,8 (C3 et C3') ; 26,4 (C8 et C8') ; 27,6 (C17 et C17') ; 
36,8 (C4 et C4') ; 36,4 et 36,7 (C7 , C7\ C9 et C9') ; 64,1 (CI 5 et C15 5 ) ; 72,6 
(C13); 74,3 et 75,0 (C13' et C13") ; 92,6 et 93,8 (C12 et C12') ; 130,3 (C18 et 
C18 5 ); 166,9 , 170,3 , 173,8 et 174,1 (C5, C5\ CIO, CIO'). MALDI-TOF-MS : 
[M+H+] : calcule 849,3 ; trouve 848,6. 



20 



25 



30 




Ce dernier est ensuite oxyd6 3 comme d£crit dans l'exemple 2, pour conduire au 

vecteur lipophile (IVb) : MALDI-TOF-MS : [M+H+] calculi 847,2 ; trouv6 846,6. 

EXEMPLE 8 : Couplages, en solution, entre un ou plusieurs peptides et un 
vecteur lipophile de nature non peptidique portant une fonction 
aldehyde. 

1) Couplage du melange des peptides SIV1-7 et TT avec le vecteur 
lipophile (IRa) (figure 4V 

Le melange des hydrazinopeptides SIV1-7 et TT, prepares 
conform&nent k Pexemple 1, est r6alis6 k partir d'environ 2 mg de chaque lyophilisat. 
Une solution du vecteur lipophile (Ilia), prepare conformement a l'exemple 2 ou k 
l'exemple 3, en quantity de 1,1 Equivalents par rapport au total des fonctions 
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hydrazinoacStiques port6es par les peptides (en tenant compte des contre-ions et de la 
teneur en peptide de chaque lyophilisat) dans le tert-butanol est pr6par6e. La reaction 
de couplage (ligation chimique) a lieu dans un melange tert-butanol/eau (95/5 en 
volume), la concentration finale en peptide 6tant de l'ordre de 1,3 mmol/1. L'eau 
5 desionis^e est d'abord ajoutde sur le melange d'hydrazinopeptides de fa£on k mouiller 
ceux-ci, la solution du vecteur lipophile (Ilia) dans le tert-butanol 6tant ensuite 
ajoutee. 

La reaction de ligation, aboutit k Tobtention du melange de 
lipopeptides 7, le terme « sequence » (figure 4) ddsignant la sequence peptidique des 
10 peptides SIV1-7 ou TT. Cette reaction est suivie par RP-HPLC comme suit. 20 jxl du 
milieu reactionnel sont pr£lev6s, sur lesquels sont ajoutds 80 jj.1 d'un melange acide 
acetique/eau (20/80). 50 jj.1 de ce volume sont inject6s sur une colonne C3 analytique 
(Zorbax , diametre de 4.6 nim, longueur de 300 mm) ayec un gradient en solvant B 
(tel que celui ddcrit dans l'exemple 1 en rapport avec la purification des peptides 
15 SIV1-7 et TT) de 0 a 100% en 30 minutes (1 ml/min, 215 nm, 50°C). Cette technique 
permet de suivre la conversion des hydrazinopeptides en peptides liguSs sur le meme 
chromatogramme, les hydrazinopeptides et les peptides li6s chimiquement au vecteur 
lipophile (peptides « ligu^s ») ne pr6sentant pas les memes temps dilution. Le rapport 
de la somme des integrations des pics des hydrazinopeptides et des peptides ligues 
20 permet d'estimer le taux de conversion de la reaction. 

Apr&s environ 20 heures de reaction de couplage, des fractions du 
milieu reactionnel sont lyophilis6es et on procede a une analyse LC-MS des 
lipopeptides en melange. A cette fin, le syst&ne HPLC Hewlett-Parckard est connecte, 
par un capillaire, a un spectrometre de masse Micromass Quatro. Les conditions de 
25 PHPLC sont les mSmes que celles utilisees pour le suivi de la reaction de couplage, le 
ddbit utilise 6tant toutefois de 0.2 ml/min sur une colonne C3- (Zorbax, diametre de 2.1 
mm, longueur de 200 mm). Le melange des hydrazinopeptides seul (solution aqueuse 
k 1 mg/ml) est inject^ k raison de 20 p.1 avec un gradient de 0 k 100% en solvant B, 
pendant 30 minutes. L'ordre de sortie des hydrazinopeptides, leurs temps de retention 
30 (rt, en minutes) et leurs poids moleculaires observ6s sont les suivants : TT (17.1 ; 
2222) ; SIV5 (17.5 ; 3452) SIV2 (18.3 ; 2968) ; SIV1 (19.4 ; 3258) ; SIV6 (20.9 ; 
3501.5) ; SIV7 (21.0 ; 4804) ; SIV4 (21.2 ; 3186) ; SIV3 (21.6 ; 3112). 

La reaction de couplage est arret^e aprfes environ 20 heures et le 
milieu reactionnel, lyophilis6, est remis en solution dans de Teau k raison de 1 mg/ml. 
Cette solution est inject^e selon les memes conditions que d^crites ci-dessus pour le 
melange de peptides, except6 un gradient plus resolutif allant de 0 k 50% en solvant B 
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pendant 10 minutes, puis de 50 & 100% pendant 30 minutes, suivi de quelques minutes . 
a 100%. A ce stade, il est touj ours possible de ddtecter en HPLC et en LC-MS la 
presence des hydrazinopeptides SIV1-7 et TT. II sont cependant masques en partie par 
le bruit de fond et les impuret£s s'accumulant au cours de la premiere partie du 
5 gradient en solvant B. Cinq pics majoritaires sont observes en HPLC, avec en 
parall&le six pics TIC (Total Ion Count) en LC-MS. Ces pics correspondent aux 
hydrazinopeptides SIV1-7 et TT couples au vecteur lipophile (Ilia), dont certains 
co-£Iuent. II est cependant possible de determiner leur ordre de sortie et leurs masses 
observ&s, comme indiqu6 dans le tableau II. 

10 



Tableau II 





[M+H] + 


[M+H] + 


rt (minutes) 




calcule 


observe 


(LC/MS) 


SF/l 


3608,89 


3608 


19,4 


! SIV5 


3803,716 


3802 


19,6 


TT 


2572,57 


2572 


19,9 


srv2 


3319,35 


3318 


20,4 


srv7 


5156,5 


5155 


21,2 


SIV4 


3538,465 


3538 


23,1 


SIV6 


3852,9 


3851,5 


23,1 


srv3 


3463,49 


3462 


24,5 



2) Couplage du peptide Mu-IFNy avec deux vecteurs lipophiles (JEa) 
(figure 5\ 

15 708,2 (1,92 nmoles) du vecteur lipophile (Ilia), pr£par£ 

conform6ment a l'exemple 2 ou k Pexemple 3, dissous dans 640 ^1 de tert-butanol, 
sont ajout^s k 5,04 mg (soit environ 1 ^mole) du peptide Mu-IFNy, prepare 
conform&nent & l'exemple 1 , prdalablement mis en suspension dans 35 \i\ d'eau. 
Apres 5h d' agitation a temperature ambiante, le milieu r6actionnel est congele et 

20 lyophilis6. L'analyse par ES-MS du lipopeptide 8 resultant est la suivante : [M+H] + 
calcule 5547,7, trouve 5547,5. 

3) Couplage des peptides Mu-IFNy a et Mu-IFNy b avec le vecteur 
lipophile (Ula) . 

1,067 mg de vecteur lipophile (IQa) dissous dans 1,88 ml de 
25 tert-butanol sont ajoutes a 10 mg de peptide (a savoir soit le peptide Mu-IFNy a, soit le 
peptide Mu-IFNy b) dans 105 \x\ d'eau. Apres 4 h a temperature ambiante, la solution 
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est diluee avec le meme volume d'eau et lyophilisee. On obtient 9,2 mg de lipopeptide 
a partir de Mu-IFNy a (lipopeptide denomm^ « L-Mu-IFNy a ») et 9,3 mg de 
lipopeptide a partir de Mu-IFNy b (lipopeptide d£nomm6 « L-Mu-IFNy b »). Leur 
analyse par ES-MS est la suivante : L-Mu-IFNy a : [M+H] + calcule 3008,7 ; trouve 
5 3007,5. L-Mu-IFNy b : [M+H] + calculi 3008,7 ; trouve 3007,0. 

4) Couplage des peptides Mu-IFNy c. Mu-IFNy d, Mu-IFNy a et Mu- 
IFNy b avec le vecteur lipophile flHcV 

5,8 mg de vecteur lipohile (IIIc) sont dissous dans 6,302 ml de 2- 
methyl-propan-2-ol. 

10 A 5 mg (1,32 umol) de peptide (a savoir soit le peptide Mu-IFNy a, 

soit le peptide Mu-IFNy b) dissous dans 50 |il d'eau sont ajoutes 965 |il (1,58 jimol) 
de la solution contenant le vecteur lipophile (IIIc) preparee ci-dessus. Apr£s 5 heures 
de reaction a temperature ambiante, la solution est dilute par le meme volume d'eau et 
lyophilisee. On obtient 6,3 mg de lipopeptide a partir de Mu-IFNy a (lipopeptide 

1 5 nommd Cho-Mu-IFNy a) et 6,4 mg de lipopeptide a partir de Mu-IFNy b (lipopeptide 
nomine Cho-Mu-IFNy b). Leur analyse par MALDI-TOF-MS est la suivante : 
Cho-Mu-IFNy a : jtz^(M+H) + calculi 3184,0 ; trouve 3183,2. 

Cho-Mu-IFNy b : yzz^(M+H)+ calcule 3184,0 ; trouve 3184,3. 

De la mSme maniere, a 8 mg (1,30 umol) de peptide (a savoir soit le 

20 peptide Mu-IFNy c, soit le peptide Mu-IFNy d) dissous dans 50 jlxI d'eau sont ajoutes 

952 \il de la solution contenant le vecteur lipophile (IIIc). Apres 5h de reaction a 

temperature ambiante, la solution est dilute . avec le meme volume d'eau et 

lyophilisee. On obtient 8,6 mg de lipopeptide a partir de Mu-IFNy c [lipopeptide 

nomm£ Cho-Mu-IFNy c ou 9 figure 7)] et 8,4 mg de lipopeptide a partir de Mu-IFNy 

25 d (lipopeptide nomme Cho-Mu-IFNy d). Leur analyse par MALDI-TOF-MS est la 

suivante : 

Cho-Mu-IFNy c : /zz^(M+H) + calcule 5298,4 ; trouve 5298,0. 
Cho-Mu-EFNy d : /zz^(M+H) + calcule 5298,4 ; trouve 5299,7. 

5) Couplage du peptide G18R avec le vecteur lipophile (THb\ 

30 15 mg (6,75 umoles) de peptide sont imbibes avec 254 ul d'eau, puis 

3,73 mg de vecteur lipophile (ETIa) en solution dans 4,82ml de tert-butanol sont 
ajoutes. Apr^s 48 h & temperature ambiante, la solution est lyophilisee. On obtient 
17 mg de lipopeptide 6, dont 1 'analyse par TOF-PDMS est la suivante: [M+H] + 
calcule 2259,8, trouve 2259,4. 

35 6) Couplage du peptide OVA avec le vecteur lipophile (TV a") (figure 6\ 

1 mg (0,40 umoles) de peptide OVA, prepare conformement & 
l'exemple 1, est dissous dans 75 fxl d'un tampon phosphate/citrate 25 mM, de pH 6.2. 
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Ce tampon est obtenu k l'aide de 160.5 \x\ d'une solution de Na 2 HP04 0.2M et 89,5 ^1 
d'acide citrique 0.1M, le melange Stant compl&6 a 1 ml avec de l'eau. 663 \ig 
(0,81 ^imoles) du vecteur lipophile (TVa), pr£par6 conform6ment k l'exemple 2 oua 
l'exemple 6, sont dissous dans 75 ^1 de tert-butanol. Les deux solutions sont ensuite 
5 m&angees et chauff&es a 50°C durant 5 h. L'avancement de la reaction est suivi par 
HPLC sur une colonne C3 Zorbax en utilisant un gradient linSaire de 0 a 100% de 
solvant B constitu£ d'un melange 80% ac&onitrile / 20% TEAP 25 mM, pH 7,1 
pendant 30 minutes, puis 10 minutes a 100% en solvant B (debit de 1 ml/min, 
detection & 215 nm). Apres 5h, le lipopeptide 10 est pr6cipit6 par ajout de 500 nl 
10 d'eau, centrifuge et repris dans 500 jil d'isopropanol. Le lipopeptide brut est analyse 

par ES-MS : [M+H] + calculi 2818,4 ; trouve 2818,6. 

7) Couplage du glvcomim&ique^ ffOufl^AKHdzl avec le vecteur 
lipophile (Ilia) . 

9,4 mg (6,4 mmol) du compose (Qui)4AKHdz sont dissous dans 244 
15 mL d'eau puis ajout^s k 2,44 mg du vecteur lipophile (Ilia) en solution dans 5,07 ml 
de 2-m6thyl-propan-2-ol. Le milieu rdactionnel est agit£ pendant 5 heures k 30°C puis 
dilu6 par de l'eau, congel6 et lyophilisS pour fournir quantitativement le derive 
QuiAK-Pam sous la forme d'un r&idu blanc. 

MALDI-TOF : m/z (M+Na) + calculi 1742,0; trouve 1742,9 ; 

20 (M+K) + calculi 1758,1 ; trouv<§ 1757,9. (Qui) 4 AK-Pam. 

8) Couplage du melange des peptides SIV1-7, TT et fOui^AKHdz avec 
le vecteur lipophile QDJa}. 

Le protocole suivi est voisin de celui decrit EXEMPLE 8, 1). 

52,5 mg d'un melange 6qui-massique de chacun des peptides SIV1- 

25 7 (correspondant a une valeur moyenne de 12,1 mmoles de chacun des peptides, en 
tenant compte des contre ions et de la teneur en peptide de chaque lyophilisat) sont 
dissous dans 0,464 mL d'eau. Parallelement, 12,94 mg (8,72 mmoles) du compost 
(Qui)4AKHdz sont dissous dans 0,335 mL d'eau. Aux deux solutions, prealablement 
reunies, sont ajoutSs 9,63 mg (24,9 mmoles, 1,2 Equivalent) de vecteur lipophile (Ilia) 

30 en solution dans 15,198 ml de 2-m6thyl-propan-2-ol. La concentration finale de 
chacim des peptides est done d'environ 1,3 mmol.1* 1 dans un mdlange 2-methyl- 
propan«2-ol/H20 (95/5). Le milieu r6actionnel devient limpide instantanement Ce 
dernier est agite sous azote a 30°C. Le suivi par RP-HPLC [pratique conune decrit 1)] 
de l'avancement de la reaction nous indique que les ligations sont presque completes 

35 apres seulement 5 minutes. Apr&s 5h, le milieu reactionnel est dilud k l'eau, congete 
puis lyophilisE. Une RP-HPLC micro-prdparative est pratiqude sur un Echantillon du 
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brut rSactionnel pour permettre V identification de chacun des lipopeptides par analyse 
de spectrometrie de masse. 





[M+H] + calcule 


[M+H] + trouve 


Fragment 
peptide parent 


srvi 


3623,9 


3625,4 


3276,0 


SIV5 


3803,7 


3803,2 


3453,9 


srv2 


3319,3 


3319,0 


2969,7 


SIV7 


5156,5 


? 


? 


SIV4 


3538,5. 


? 


3188,8 


sr/6 


3852,9 


■9 


3503,9 


SIV3 


3463,5 


3464,2 


3113,9 


QuiAK-Pam 


1742,0 a 


1742,0 a 





5 a : sous forme d'adduit sodium 

9) Couplage entre les composes H 2 N-KVGFFKR»-NH7 et H 2 N- 
VKYAL-NH? et le vecteur lioophile QllaV 

1,73 mg (4,5 mmoles) et 0,68 mg (1,8 mmoles) du vecteur lipophile 
(Ilia) sont dissous dans 3,60 et 1.41 ml de 2-m6thyl-propan-2-ol, respectivement, puis 
10 ajouteSs k 5,8 mg (4,3 mmoles) du compost H 2 N-KVGFFKR-NH 2 dissous dans 190 
ml d'H 2 0 et a 1,4 mg (1,7 mmole) du compost H 2 N-VKYAI^NH 2 dissous dans 77 ml 
d'H 2 0, respectivement. Les milieux rSactionnels sont agit6s pendant 5 heures a 30 °C 
puis dilues par de l'eau, congel6s et lyophilis6s pour foumir les composes 11 et 12, 
respectivement. 

15 4,5 mg (66 mg) du compose 13 sont obtenus apres purification RP- 

HPLC semi-pr6parative sur un syst&me Shimadzu LC-4A, en utilisant une colonne 
C3 Zorbax, k un ddbit de 3 ml min" 1 , k 60°C et une detection k 215 nm : solvant 
syst&ne A : 0,05% TFA dans de l'eau d&ionisee ; solvant systeme B : 0,05% TFA 
dans de l'isopropanol a 60% dans de l'eau desionisee (gradient : de 20 a 40% de 

20 tampon B enlO minutes puis isocratique 10 minutes puis de 40% a 100% en 10 
minutes et isocratique pendant 20 minutes) suivi de la lyophilisation. MALDI-TOF- 
MS : m/z [M+H] + calculi 1245,7 ; trouv<£ 1245,8 ; [M+Na] + calcul6 1267,7 ; trouv6 
1267,8. 

Caracterisation du compost U : MALDI-TOF-MS : m/z [M+H] + 
25 calcule 957,3.; trouve 957,8 ; [M+Na] + calculi 979,3 ; trouvd 979,7. 

EXEMPLE 9 : Analyse et quantification de l'expression des molecules de classe 
H du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), a la surface 
des cellules, induite par incubation de ces cellules avec des 
lipopeptides conformes a 1'invention. 
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1) Lipopeptides utilises . 

Les lipopeptides conformes a 1'invention, qui sont utilises dans ces 
experiences, sont les lipopeptides L-Mu-IFNy a et L-Mu-IFNy b, dont la synthese est 
ddcrite au paragraphe 3 de l'exemple 5 ci-avant. Comme rappeld au paragraphe 3 de 
5 l'exemple 1 ci-avant, le peptide Mu-IFNy a correspond aux 20 acides amines contigus 
de l'extremite C-terminale de l'interf6ron-y (IFN-y) murin. Le peptide Mu-IFNy b est 
une sequence « scramble » de la sequence presente dans le peptide Mu-IFNy a, c'est- 
a-dire une sequence dans laquelle les acides amin6s (leur ordre dans la sequence) ont 
6t6 melanges. 

10 Le lipopeptide L-mlFNy 95-132 est d6crit dans 1'article de 

K. THIAM et al. paru dans J. Med, Chem., 1999, 42, 3732-3736.. II resulte du 
couplage d'un residu palmitoyle, porte par une lysine, au niveau de rextr&nite 
N-terminale de la sequence 95-132 correspondant aux 38 acides amines contigus de 
l'extremite C-terminale de Pinterferon-y murin. Le couplage de la partie lipophile sur 

15 la sequence peptidique est ddcrite dans 1'article de K. THIAM et al. precis : il resulte 
de 1' introduction, en phase solide, du compost Fmoc-Lys(palmitoyle)-OH. Le 
lipopeptide ainsi obtenu est ensuite d6prot£g£ et separ6 du support solide. 

Le lipopeptide SI^mlFNy 95-132 est egalement d6crit dans 1'article 
de K. THIAM et al. pr^cite : il s'agit d'une version « scramble » du lipopeptide 

20 L-mlFNy 95-132. . 

Le lipopeptide L-mlFNy 113-132 est Egalement d^crit dans 1'article 
de K. THIAM et al. precite : ce lipopeptide comprend la m&ne sequence peptidique 
que le lipopeptide L-Mu-IFNy a conforme & 1' invention, mais le r&idu palmitoyle 
n'est pas introduit de la m€me fa9on que pour le lipopeptide L-Mu-IFNy a, et le lien 

25 entre la sequence peptidique et la partie lipophile n'est pas le meme dans les deux 
lipopeptides (liaison amide entre l'acide palmitique et la fonction amine de la chaine 
laterale d'une lysine dans le cas de L-mlFNy 113-132, le lipopeptide etant synthetise 
en phase solide, alors qu'il s'agit d'un lien hydrazone et d'un couplage en solution 
dans le cas de L-Mu-IFNy a). 

30 2) Protocole de quantification de l'expression des molecules de classe 

II du Complexe Maieur d'Histocompatibilite (CMH) a la surface des 
cellules . 

Les cellules COLO 205 (lign^e cellulaire humaine issue d'un 
carcinome de colon) proviennent de la banque de cellules ATCC (American Type 
35 Culture Collection). Elles sont cultivees en milieu RPMI 1640 (Gibco BRL, 
Courbevoie, France) avec 10% de serum de veau foetal (SVF) et 5 mM de pyruvate de 
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sodium, et incub^es k 37°C en presence de 5% de CO2. Les cellules sont stimutees 
pendant 24 heures avec differentes concentrations (35, 42 ou 50 ^iM) de lipopeptides. 
Les cellules sont ensuite marquees pendant 1 heure avec 10 microL d'anticorps de 
souris anti-HLA DR de classe II dans 10% de SVF/PBS, puis lavees 3 fois par du 
5 SVF/PBS, en prenant soit un anticorps coupte au FITC (clone TAL, 1B5, Cymbus 
Biotechnology Ltd, Hants, Grande-Bretagne) (resultats pr^sentes en Tableau IE a), 
soit Tanticorps L243 r6v6\6 par un deuxieme anticorps couple k l'ALEXA 488 
(Molecular Probe, Netherland) (resultats presentes en Tableau m b). 

L'expression de surface des molecules de classe II du CMH est 

10 analys£e par cytometric de flux sur un cytometre Coulter EPICS II, k raison de 10 000 
evenements par £chantillon. L'intensite de fluorescence observee est directement 
proportionnelle k la quantite de molecules de classe II du CMH pr6sente a la surface 
des cellules. La moyenne de fluorescence observee pour les cellules non traitees et 
pour les cellules traitees (colonne « Moyenne » dans le tableau m) permet de calculer 

15 un rapport entre la moyenne de fluorescence des cellules traitees et la moyenne de 
fluorescence des cellules non traitees (colonne « Rapport » dans le tableau HI). Le 
contrdle consiste a incuber les cellules en absence de lipopeptides. 
3) Resultats . 

Les resultats obtenus lors de deux series d 5 experiences 
20 independantes sont pr£sent6s dans les tableaux III a et III b. 



Tableau m a 



Nom du 


35 |xM 


42 nM 


50 \iM 


produit 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


contr61e 


0,726 












L-mlFNy 95-132 


7,94 


10,9 


6,94 


9,55 


10,3 


14,1 


SL-ihIFNy 95-132 


2,23 


3,07 


2,30 


3,16 


2,69 


3,70 


L-Mu-IFNy a 


H',1 


15,2 


16,7 


• 23,0 


19,5 


26,8 


L-Mu-EFNy b 


3,44 


4,73 


5,26 


7,24 


7,79 


10,7 


L-mlFNy 113-132 


13,2 


18,18 


16,1 


. 22,1 


14,6 


20,11 



25 
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Tableau III b 



Nom du produit 




10|iM 


35pM 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


Moyenne 


Rapport 


control© 


0.607 












L-Mu-IFNy a 


0.99 


1.6 


1.51 


2.48 


5.85 


9.6 


L-Mu-IFNy b 


0.76 


1.25 


0.99 


1.63 


1.65 


2.71 


L-Mu-IFNy c 


1.3 


2.14 


1.72 


2.83 


15.1 


24.8 


L-Mu-IFNy d 


1.39 


2.28 


2.36 


3.B8 


7.31 


12.0 


Cho-Mu-IFNya 


2.04 


3.4 


2.81 


4.6 


36.9 


60.7 


Cho-Mu-IFNYb 


~ 0.95 


1.58 


1.88 


3.1 


11.6 


19.1 


Cho-Mu-IFNyc 


2.95 


4.8 


4.27 


7.03 


21.6 


35.5 


Cho-Mu-lFNyd 


2.02 


3.32 


2 


3.3 


1.56 


2.57 



Dans le tableau HI a, la comparaison entre les resultats obtenus pour 
25 L-Mu-IFNy a et pour L-mlFNy 113-132 (lipopeptides de meme taille, comprenant la 
meme sequence peptidique mais difKrant Tun de P autre par la nature de la liaison 
entre la partie lipophile et la sequence peptidique) k 42 et k 50 |liM montre que 
P expression des molecules de classe II du CMH a la surface des cellules est 
sup^rieure lorsque les cellules ont ete incubfes avec le lipopeptide conforme a 
30 Pinvention. 

Dans le tableau HI b, la comparaison entre les resultats obtenus avec 
le produit L-Mu-IFNy a decrit 6galement en tableau EI a et les derives comportant une 
partie lipophile ddrivee du cholesterol Cho-Mu-IFNy a-d montre que Pexpression des 
molecules de classe II a la surface des cellules est encore plus forte lorsque les cellules 
35 ont 6t6 incubees avec des derives du cholesterol qu'avec des derives de Pacide 
palmitique. 
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Le passage membranaire des lipopeptides confonnes a 1' invention 
est done plus efficace, eu 3gard a la nature de la liaison entre la partie lipophile et la 
sequence peptidique (lien hydrazone). 

Ces rdsultats montrent que les lipopeptides conformes a 1' invention 
5 sont capables de passer a travers la membrane des cellules, de fa9on plus efficace que 
les lipopeptides selon Tart anterieur. Les lipopeptides conformes a l'invention sont 
done adaptes a la vectorisation de principes actifs dans les cellules. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Finvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d' application qui 
10 viennent d'€tre decrits de fa$on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. En particulier, le procede de couplage 
qui a et6 decrit pourrait Stre utilise pour ancrer des peptides sur des surfaces lipophiles 
comprenant les vecteurs lipophiles conformes a la presente invention, ou sur des 
1 5 systemes supramoteculaires, tels que des bicouches lipidiques, des liposomes ou des 
particules multilamellaires. 
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REVENDICATIONS 

1°) Procede de couplage, en solution, entre au moins un compost 
peptidique et au moins un vecteur lipophile portant une fonction aldehyde, ledit 
5 couplage comprenant une etape de realisation d'un lien hydrazone entre ledit compose 
peptidique et ledit vecteur lipophile, caracterise en ce que ledit vecteur lipophile est de 
nature non peptidique et repond a la formule generale (I) : 

[(R^CR^JD-CHO (I) 

10 

dans laquelle :' 

- i represente 0 ou 1, 

- dans le cas oil i est egal a 0, D represente une liaison, 

- dans le cas ou i est 6gal a'l, D represente un hetdrocycle sature, 
15 insature ou aromatique, mono- ou polycyclique, et 

- R 1 et R 2 , qui peuvent etre identiques ou diffcrents, representent 
chacun un groupement de formule L-f-E-f oil L represente un r£sidu d'un lipide, E 
represente un bras espaceur, et f et f representent des fonctions liant, respectivement, 
L k E et E a D. 

20 2°) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 

comprend les etapes suivantes : 

a) preparation d'au moins un compose peptidique totalement 
d£proteg£ portant, soit au niveau de son extremity N-terminale, soit au niveau de 
l'extr£mite de la chafrie laterale d'une lysine ou d'une ornithine eventuellement 

25 presente k un endroit quelconque de la sequence peptidique, 1 a 4 groupements 
derives d'hydrazine de formule -CO-CHR'-NR-NH 2 , ou R et R' representent, 
independamment Tun de T autre, un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle 
sature ou insature, lineaire, ramifie ou cyclique, comprenant de 1 k 10 atomes de 
carbone, ainsi qu'eventuellement 1 k 3 heteroatomes choisis parmi l'oxygene, le 

30 soufre et Tazote, et pouvant etre substitue par 1 a 6 groupements choisis parmi les 
groupes hydroxy, alkoxy, aryloxy, amino, aminoalkyle, aminoaryle, thio, thioalkyle, 
carbonyle, carboxyle, guanidino et carboxamido ; 

b) reaction, en solution, du(des)dit(s) compose(s) peptidique(s) 
obtenu(s) a Tetape a) avec au moins un vecteur lipophile de nature non peptidique de 

35 formule (I) telle que definie dans la revendication 1, porteur d'une fonction aldehyde. 

3°) Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la 
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reaction effective a l'6tape b) est realisee dans un melange d'eau et d'au moins un 
solvant lipophile miscible a l'eau. 

4°) Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
solvant lipophile miscible a l'eau est le tert-butanol. 
5 5°) Proced6 selon l'une quelconque des revendications 2 a 4, 

caracterise en ce que lesdits groupements derives d'hydrazine sont des groupements 
a-hydrazinoacetiques. 

6°) Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, 
caract6ris£ en ce que ledit compose peptidique est s61ectionn6 dans le groupe constituS 
1 0 par les peptides et les d6riv£s de peptides. 

7°) Proc^dd selon la revendication 6, caracterise en ce que lesdits 
derives de peptides sont choisis parmi les glycopeptides, les pseudopeptides et les 
glycomimetiques dendrim^riques de nature peptidique. 

8°) Proc^dd selon la revendication 7, caracterise en ce que lesdits 
15 glycomimetiques dendrimeriques de nature peptidique repondent a la formule 
generate (II) ci-apres : 

(B 2 M) m (XN) n A (II) 

dans laquelle : 




OR 2 OR 2 
(a) '(b) 

oil Ri, R 2 , R3 et R4 represented, independamment les uns des autres, 
25 un atome d'hydrogdne ou un groupe protecteur, et ou W represente une liaison ou une 
chaine carbonee lin^aire, ramifiee ou cyclique, saturee ou insaturee, comprenant de 1 
a 18 atomes de carbone et eventuellement de 1 a 12 atomes choisis parmi Poxygene, 
le soufre et 1' azote, ladite chaine carbonee etant eventuellement substitute par 1 & 16 
atomes d'halogene, 
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X represente le reste d'un oligopeptide X' comprenant de 1 a 6 acides amines, 

A represente le reste d'un compost A' au moins trifonctionnel, 

m est un nombre entier compris entre 1 et 32, 

n est un nombre entier compris entre 0 et 32, et 
5 - M et N representent chacun un groupe de liaison, respectivement entre B 2 et A 
quand n = 0 ou B 2 et X quand n est different de 0, et entre X et A quand n est different 
de 0, et comprennent, indSpendamment Tun de P autre, line fonction choisie parmi les 
fonctions oxime, hydrazone, amide, ester, thioester, hydrazide, hydroxamate, ether, 
thioether, amine, carbonate, carbamate, thiocarbonate, thiocarbamate, ur€e, thiouree et 
10 thiazolidine. 

9°) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le 
compost A 1 comprend tin enchainement d'acides amines, identiques ou differents, 
selectionnes dans le groupe constitue par la lysine, l'hydroxylysine, la serine, la 
threonine, la cysteine, Tornithine, l'acide aspartique et l'acide glutamique. 

15 10°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, 

caracterise en ce que le compose de formule generale (II) est tel que m est un nombre 
entier compris entre 4 et 16, n est un nombre entier compris entre 2 et 8, X represente 
le reste d'un oligopeptide comprenant de 2 k 4 residus d'acides amines, tandis que A 
represente le reste d'un enchainement comprenant de 2 k 8 residus de lysine et se 

20 presentant sous la forme d'un dendrim&re. 

11°) Procede selon. Tune quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterise en ce que le compose de formule generale (II) est tel que B 2 represente un 
reste d'un ou plusieurs composes choisis parmi l'acide (-)-shikimique et l'acide 
(-)-quinique. 

25 12°) Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterise en ce qu'il met en ceuvre plusieurs composes peptidiques differents et/ou 

plusieurs vecteurs lipophiles differents. 

13°) Procede selon l'une quelconque des revendications 2 k 12, 

caracterise en ce qu'il met en oeuvre lors de l'etape b), au moins un vecteur lipophile 
30 portant une fonction aldehyde, au moins un compose peptidique choisi parmi les 

peptides, les glycopeptides et les pseudopeptides, ainsi qu'au moins un 

glycomimetique dendrimerique de formule generale (II) telle que definie dans Time 

quelconque des revendications 8 & 1 1. 

14°) Vecteur lipophile utilisable dans le procede selon Pune 
35 quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il repond k la formule 

generale (I) : 
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[(R l )(R 2 )i]D-CHO (I) 
telle que definie dans la revendication 1 . 

15°) Vecteur lipophile selon la revendication 14, caracterise en ce 
que i est egal k 1 et en ce que D represente l'heterocycle l-aza~3,7-dioxabicyclo 
5 (3.3.0)-octane. 

16°) Vecteur lipophile selon la revendication 14 ou la revendication 
15, caracterise en ce que L represente un sterol, un derive de sterol ou une chaine 
carbonee saturee ou insaturee, lineaire ou ramifiee, comprenant entre 4 et 30 atomes 
de carbone. 

10 17°) Vecteur lipophile selon la revendication 16, caracterise en ce 

que ledit derive de sterol est un derive du cholesterol et en ce que ladite chaine 
carbonee repond k la foimule CH 3 -(CH 2 )i4- ou CH3-(CH 2 )7-CH=CH-(CH 2 )7-. 

18°) Vecteur lipophile selon Tune quelconque des revendications 14 
a 17, caracterise en ce que E represente une chaine carbonee lineaire, ramifiee ou 

15 cyclique, saturee ou insatur£e, comportant de 1 a 18 atomes de carbone et, 
eventuellement, 1 k 16 hetero atomes et/ou I k 7 groupements selectionnds parmi les 
groupements carbonyles, les heterocycles, les heteroaryles, les carbocycles et les 
aryles. 

19°) Vecteur lipophile selon la revendication 18, caracterise en ce 
20 que E est substitue par 1 a 8 groupements hydroxyles ou amino et/ou 1 a 16 atomes 
d'halogene. 

20°) Vecteur lipophile selon Tune quelconque des revendications 14 
& 19, caracterise en ce que f represente une liaison -CO-NH- ou -CO-O- et f 
represente une liaison -NH-CO- ou -O-CO. 
25 21°) Vecteur lipophile selon Tune quelconque des revendications 14 

k 20, caracterise en ce qu'il repond k la formule (HI) ou k la formule (IV) : 




30 
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H 




(IV) 



0= 



dans lesquelles L est tel que ddfini dans Tune quelconque des 



revendication 1, 16 ou 17. 



5 



22°) Vecteur lipophile selon la revendication 21, caract6ris6 en ce 



que L represente une chaine carbonee de formule CH3~(CH2)i4- dans les formules (IE) 



10 la formule (EI). 

24°) Lipopeptide susceptible d'etre obtenu par le proc£d6 de 
couplage tel que d£Sni dans Tune quelconque des revendications 1 a 13, caract6ris6 en 
ce qu'il est essentiellement constitue d'au moins un compose peptidique lie, par un 
lien hydrazone, k au moins un vecteur lipophile de nature non peptidique de formule 
15 (I) tel que d&fini dans Tune quelconque des revendications 14 a 23. 

25°) Melange de plusieurs lipopeptides differents tels que d^finis 
dans la revendication 24. 

26°) Utilisation d'un lipopeptide selon la revendication 24 pour le 

ciblage cellulaire. 

20 27°) Utilisation du proc£d£ selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 13 pour la preparation d'un medicament comprenant au moins un 
principe actif de nature peptidique vectorise par au moins un compost lipophile, utile 
pour le ciblage cellulaire. 
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SIV1 : 

H-SVRPKVPLRAMTYKLA]DMSHF!KEKKCCOCH 2 fWNH2)-NHa 
SIV2 : 

H-EKGGLEGIYYSARRHRILDMYLEK(COCH 2 NHNH2>NH 2 
SIV3 : 

..H.-DWQDYTSGPG(RYPKTFGWLWKLVKCCOCH 2 NHNH2)-NH2 
SIV4: 

H.SKWDDPWGEVLAWKFDPTLAyTYEAKCCOCH 2 NHNH 2 )-NH2 
SIVS : 

H -YTYEAYARYP EELEASQ ACQRKRl,EEGK(COCH 2 NHN H^-N H 2 
SIV6 : . 

H-KFGAEWPGFQALSEGCTPYDINQMLNCVGDK(C0CH 2 NHNH2)-NH 2 
SIV7: 

H-QIQWMYRQQNPIPVGNIYRRVVIQLGLQKCVRMYNPTN-K(COCH 2 NHNH 2 >NH 2 
" TT: 

Ac-QYI KANSKFIGITELKK K(COCH 2 NHNH2)-NH 2 



+ 



ctycty. 




(HIa) 
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